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1.1   OPREDELITEV PROBLEMA 
Rak želodca se razvije z maligno preobrazbo epitelijskih, limfatičnih ali sekretornih celic. 
Najpogosteje vznikne iz epitelijskih celic in ga imenujemo adenokarcinom, medtem ko so 
neuroendokrini tumorji iz sekretornih celic in limfomi, ki nastanejo iz limfatičnih celic, zelo 
redki. Ker je adenokarcinom najbolj pogosta oblika raka želodca tudi v Sloveniji, ga običajno 
imenujemo karcinom ali rak želodca. Rak želodca predstavlja šesto oziroma osmo 
najpogostejše rakavo obolenje pri moških oziroma ženskah v Sloveniji (Zadnik in sod., 
2017). Glavno težavo pri bolezni predstavlja pravočasno odkrivanje, saj se simptomi 
pojavijo šele, ko je bolezen že močno napredovala. Zaradi tega rak želodca ostaja med 
vodilnimi raki glede smrtnosti. Petletno preživetje je nizko, v Evropi pa se giblje med 10 % 
in 30 %. Genetske različice predstavljajo pomemben uvid v morebitno dovzetnost za pojav 
bolezni, razvoj novih tehnologij pa omogoča hitro odkrivanje številnih polimorfnih genov, 
ki so povezani z večjim tveganjem za razvoj bolezni oziroma vplivajo na potek bolezni. Za 
rak želodca je značilna tudi kromosomska nestabilnost (v nadaljevanju CIN), na katero 
najbolj vpliva nepravilno ločevanje kromatid med mitozo. Nepravilna ločitev kromosomov 
je tako lahko posledica napak pri ločevanju kromatid zaradi napačnega pripenjanja 
mikrotubulov na kinetohore. Posledice tovrstnih napak lahko povzročijo zaostajanje 
posameznih kromosomov med mitozo, to pa lahko vodi do lomljenja kromosomov ter delecij 
oziroma pomnožitev delov ali celih kromosomov. Pravilno ločevanje kromatid zagotavlja 
multikohezinski kompleks, ki ga sestavljajo različni proteini, med drugim tudi proteini iz 
družine strukturnih vzdrževalnih kromosomskih proteinov (SMC), kot sta SMC3 in SMC1B. 
Spremembe v zapisih za te gene bi lahko vplivale na njihovo delovanje, kar bi lahko 
pripeljalo do nastanka kromosomske nestabilnosti. 
1.2   NAMEN IN POVOD DELA 
Glavni namen magistrske naloge je bil določanje kandidatnih genetskih variacij ali različic 
z uporabo bioinformacijskih pristopov na podlagi vnaprej izbranih kriterijev, kot so 
pogostnost alelov, lokacija v bližini funkcionalnih elementov in/ali lokacija v promotorskem 
področju ali 3' koncu gena (v nadaljevanju 3'UTR regija). Analizo kandidatnih genetskih 
različic smo izvedli na vzorcih DNA iz tkiv bolnikov z rakom želodca in na vzorcih DNA iz 
krvi zdravih posameznikov. Raziskovalna naloga je bila zastavljena kot študija primerov s 
kontrolami. S statistično analizo genetskih različic v populacijah bolnikov z rakom želodca 
in zdravih posameznikov sem opredelila povezavo med izbranimi različicami in 
dovzetnostjo za razvoj bolezni. 
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1.3   DELOVNE HIPOTEZE 
 
- Genotipi izbranih genetskih različic se bodo statistično razlikovali med kontrolno 
populacijo in populacijo bolnikov z rakom želodca 
- Določeni genotipi bodo značilno povezani z nekaterimi klinično-histopatološkimi 
kazalci, ki jih določamo pri bolnikih z rakom želodca  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1   ANATOMIJA ŽELODCA 
Želodec je mišični prebavni organ, ki leži med požiralnikom in dvanajstnikom tankega 
črevesja, ter je del prebavnega trakta. Funkcija želodca je razgradnja večjih molekul na 
manjše, ki pa se razen izjem (elektroliti, vitamini in nekatere zdravilne učinkovine) ne 
absorbirajo v želodcu, temveč v črevesju. Učinkovito razgradnjo hranilnih snovi v želodcu 
omogočajo kislo okolje, ki je posledica izločanja želodčne kisline (pH od 1,5 – 2) in prebavni 
encimi. Hrana se v želodcu zadržuje okoli štiri ure (Mallatt in sod., 2017). 
 
Želodec leži med požiralnikom in dvanajstnikom, ki je začetni del tankega črevesja. Leži v 
levem delu peritonealne votline za diafragmo in pred trebušno slinavko. Vhod v želodec 
nadzira spodnja mišica zapiralka (sfinkter) požiralnika, izhod iz želodca pa pilorični sfinkter. 
Obe mišici zapiralki tako nadzirata volumen hrane v želodcu. Želodec se makroskopsko deli 
na dve krivini, tj. malo in veliko želodčno krivino, ki predstavljata desni oz. zgornji in levi 
oz. spodnji rob želodca (Chaudhry in sod., 2020). Nadalje želodec delimo na štiri regije, ki 
imajo različno zgradbo in funkcije: 1) kardija je območje obročaste oblike, ki obkroža 
odprtino med želodcem in požiralnikom in predstavlja prehod med skvamoznim epitelijem 
požiralnika in cilindričnim epitelijem, značilnim za želodec; 2) fundus ali svod želodca 
predstavlja najvišje ležeči del želodca in je navadno napolnjen z zrakom in je del velike 
želodčne krivine; 3) korpus ali telo želodca je največja, osrednja regija želodca, ki se konča 
s 4) pilorično ali vratarsko regijo, ki ločuje želodec in dvanajstnik. Regijo sestavljajo 
pilorična votlina, pilorični kanal in piloris ali vratar, ki predstavlja mejo z dvanajstnikom, 
obdaja pa ga pilorični sfinkter, ki nadzira prehod želodčne kaše v dvanajstnik (Mallatt in 
sod., 2017).    
 
Steno želodca sestavljajo trije sloji: 1) mukozna plast ali želodčna sluznica je najbolj notranja 
plast želodca, ki vsebuje žlezne celice, ki izločajo želodčno kislino, prebavne encime in sluz, 
ki sluznico brani pred želodčno kislino. Plast želodčne sluznice sestavljajo površinski epitelij 
in sluznici lastna tkiva, to sta lamina propria in mišična mukoza, ki meji na vmesni sloj 
želodčne stene, in jo podpira submukozno tkivo (podsluznica). Večina primerov raka 
želodca se prične v celicah želodčne sluznice; 2) vmesna plast stene želodca je mišična plast, 
ki sestoji iz treh plasti gladkega mišičja, poševnega, krožnega in vzdolžnega; 3) zunanjo 
plast želodčne stene predstavlja serozno tkivo, ki gradi dve plasti, tj. epitelni sloj in vezivno 
tkivo (Mallatt in sod., 2017).  
 
Globalno je večina primerov raka želodca sporadičnih in večinoma prizadene moške, 
starejše od 45 let. Tudi v Sloveniji je rak želodca v približno 90 % sporadičen in ima šibko 
dedno komponento, najpogosteje pa se razvije po šestdesetem letu.  Redkeje, v le okoli  
10 %, se rak želodca razvije pred petinštiridesetim letom. Zgodnja oblika raka želodca ima 
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močnejšo genetsko komponento, pogosto vznikne na več mestih v želodcu, je torej 
večfokalna, podtip pa je difuzen. Prizadene večinoma ženske. Zaradi zgoraj navedenih 
razlogov, zaenkrat v Sloveniji nimamo uveljavljenih programov presejanja za rak želodca 
(Ivanecz in sod., 2011). 
2.2   EPIDEMIOLOGIJA 
Kot je za rakava obolenja z nizko genetsko komponento značilno, tveganje za nastanek raka 
želodca raste s starostjo in je pri mladih ljudeh zelo nizko. Rak želodca je peto najpogostejše 
rakavo obolenje na svetu in sedmo najbolj razširjeno rakavo obolenje (prevalenca oz. 
razširjenost je število vseh bolnikov z neko boleznijo v izbrani populaciji v času 
opazovanja). Največja pojavnost bolezni je pri starosti od 55 do 80 let, prizadene pa dvakrat 
več moških kot žensk. Pojavnost in smrtnost bolezni se regionalno precej razlikujeta,  rak 
želodca pa ima najvišjo incidenco v vzhodnoazijskih državah ( 40 do 60 primerov na 100 
000 prebivalcev), vzhodni Evropi (35 na 100 000 prebivalcev) in srednjeameriških državah 
(20 do 30 na 100 000 prebivalcev) (Yusefi in sod., 2018). V Sloveniji je leta 2018 za rakom 
želodca zbolelo 452 ljudi, kar ga po pojavnosti uvršča na deveto mesto (Bray in sod, 2018). 
Število obolelih je najnižje v afriških državah. Število novoodkritih primerov globalno 
gledano upada, kar pripisujemo boljši dostopnosti zdrave prehrane, zmanjšani porabi soli in 
večjemu poudarku na zdravem življenju. Kljub splošnemu upadu pojavnosti raka želodca, 
ki je posledica globalnega izboljšanja higienskih razmer, pa v zadnjih letih opažamo 
topografske spremembe bolezni; število primerov sicer redkega raka, ki vznikne v kardiji, 
se je v zadnjih desetletjih povečalo za približno sedemkrat, čeprav še vedno prevladuje 
nekardijska oblika raka želodca (Rawla in Barsouk, 2019). 
 
Zaradi raka želodca vsako leto umre okoli 780.000 ljudi širom sveta, zato je ta bolezen še 
vedno tretji najbolj smrtonosni tip raka na svetu (smrti zaradi raka želodca predstavljajo 8,3 
% vseh smrti, povezanih z rakavimi obolenji). Smrtnost zaradi raka želodca je najvišja v 
državah, kjer je primerov največ, tj. v državah vzhodne in srednje Azije ter v državah srednje 
Amerike. V zadnjih desetletjih pa smrtnost zaradi raka želodca vseeno počasi upada, kar je 
posledica zgodnejšega odkrivanja in boljših metod zdravljenja (Rawla in Barsouk, 2019).  
 
V Združenih državah Amerike je petletno preživetje bolnikov z rakom želodca 31 %, kar je 
posledica poznega odkrivanja bolezni, ko le-ta že metastazira. Preživetje pri bolnikih, pri 
katerih bolezen odkrijejo v premetastaznem stadiju, je 67 %. Stopnja preživetja je med 
drugim močno odvisna od stadija, v katerem je bolezen zdravljena: preživetje zdravljenih 
bolnikov s tumorji začetnih stadijev je 80-90 %, pri bolnikih z napredovalimi oblikami 
bolezni (tretji stadij) pa le 18 %. V Evropi je petletno preživetje bolnikov nižje kot v ZDA, 
tj. 26 %, pri čemer je najvišja stopnja preživetja v Islandiji (42 %). V Sloveniji je petletno 
preživetje vseh bolnikov z rakom želodca 28-32 %, glavni razlog za tako nizko stopnjo 
preživetja predstavlja pozno odkrivanje. Petletno preživetje bolnikov z zgodnjo obliko 
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bolezni je 50 %, s pozno pa le 25 %. Predlagan je program odkrivanja in zdravljenja okužbe 
s Helicobacter pylori, ki bi predstavljal primarno prevencijo bolezni, vendar do njegove 
izvedbe še ni prišlo (Tepeš, 2019).  
 2.3   RAZVRSTITEV RAKA ŽELODCA 
Rak želodca se glede na smernice World Health Organisation (WHO) deli na tri podtipe, 
adenokarcinom ali žlezni rak (95 %), signalni obročni karcinom in nedefirenciran 
adenokarcinom. Ločimo zgodnjo in napredovalo  obliko bolezni; prva je omejena na 
sluznico in podsluznico, pri drugi pa se rakave celice vraščajo skozi podsluznico globlje v 
mišično plast (Hu in sod., 2013).  
 
Makroskopsko se po Borrmannu bolezen deli na štiri tipe: tip 1 ali polipoidni tumor, tip 2 
ali neinfiltrativni tumor, tip 3 ali infiltrativni tumor in tip 4 ali difuzno infiltrativni tumor 
(Borrmann, 1926). 
 
V kliničnem okolju pa se najpogosteje uporablja patohistološko delitev raka želodca po 
Laurenu na intestinalni in difuzni podtip, ki se razlikujeta glede na mikroskopske in 
makroskopske razlike. Intestinalni podtip je povezan s kroničnim atrofičnim gastritisom ter 
intestinalno metaplazijo - prehod želodčne sluznice v črevesno. Difuzni, slabše diferencirani 
podtip, pa se razvije neposredno iz celic normalno delujoče želodčne sluznice in je pogostejši 
pri mlajših bolnikih. Pojavnost obeh podtipov se razlikuje med državami in celinami, v 
Evropi je bolj pogost intestinalni. Večinoma se pojavlja v distalnem delu želodca in se 
pogosto razvije iz dolgotrajnih predrakavih lezij. Kadar bolezni ne moremo uvrstiti v 
nobenega od omenjenih tipov, rečemo, da je tip mešan (Lauren, 1965).  
 
Razširjenost bolezni označujemo s stadijem (I-IV) po delitvi TNM, kjer T predstavlja 
globino vraščanja tumorja (T0-T4), N prizadetost bezgavk (N0-N2) in M oddaljene zasevke 
(M0-M2) (Sitarz in sod., 2018). 
2.4   HISTOLOGIJA  
Rak želodca je histološko heterogena bolezen, zato je klasifikacija še vedno vezana na 
prevladujoč histološki fenotip. Zaradi lažjega napovedovanja poteka bolezni se tumorje 
želodca večinoma klasificira po Laurenu, tj. na difuzni, intestinalni in mešani podtip 
(Lauren, 1965). Globalno je najpogostejši intestinalni podtip, ki prevladuje pri sporadičnih 
primerih bolezni, vzroki pa so večinoma okoljski in imajo šibko genetsko komponento. 
Morfogeneza takega raka je dolgotrajna, začetek verjetno predstavlja dolgotrajno vnetje, ki 
sčasoma povzroči atrofično intestinalizacijo sluznice želodčnih žlez.  Intestinalizacija 
sluznice lahko povzroči intraepitelno neoplazijo, ki v večini primerov pripelje do nastanka 
intramukoznega adenokarcinoma (Strong, 2015). 
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 2.5   ETIOLOGIJA 
Rak želodca je navadno posledica več dejavnikov, okoljskih in/ali genetskih. Večinoma se 
pojavlja sporadično, lahko pa se pojavlja tudi kot družinska bolezen. Sporadična oblika je 
posledica skupnega pojava genotipskih in fenotipskih sprememb, ki so posledice kroničnih 
vnetij, katerih vzrok je pogosto bakterija Helicobacter pylori. Ocenjujejo, da je okužba s H. 
pylori vzrok za več kot 75 % primerov distalnega raka želodca obeh podtipov, ni pa povsem 
jasno, kakšen je njen vpliv na nastanek proksimalnih oblik bolezni (Strong, 2015).  
2.5.1 Okužba s Helicobacter pylori 
H. pylori je po Gramu negativna bakterija, ki naseli in kolonizira želodčno sluznico. Okužba 
se navadno vzpostavi v otroštvu in v primeru nezdravljenja lahko traja tudi nekaj desetletij. 
Kar  90 % primerov nekardijskega raka želodca povezujejo s prisotnostjo bakterije v 
želodcu, desetletna okužba s H. pylori pa naj bi razmerje obetov za nastanek raka želodca 
pri dovzetnih posameznikih povečala za kar 5,9-krat. Točen mehanizem karcinogeneze, 
povezane s H. pylori, še ni točno določen. Vzrokov naj bi bilo več, med drugim dolgotrajno 
vnetje oz. gastritis korpusa želodca, ki močno poveča tveganje za nastanek bolezni, 
interakcije z drugimi organizmi, ki povzročajo genetske nestabilnosti ter epigenetske 
alteracije, ki jih povzroča bakterija (Díaz in sod., 2018). Čeravno ocenjujemo, da je H. plyori 
pomemben kancerogeni agens, okužba sama verjetno nima zadostne vzročne vloge pri 
nastanku bolezni, ampak je le en izmed dejavnikov – pomembna dejavnika sta tudi prehrana 
in življenjski stil – ki skupaj pripeljejo do nastanka raka. Zanimivo je tudi dejstvo, da je kljub 
množični prekuženosti z bakterijo v Indiji in afriških državah, v teh državah pojavnost 
želodčnega raka nizka. Epidemiologi navajajo, da najverjetneje pretežno rastlinska prehrana 
in drugačne genetske značilnosti populacije delujejo kot zaščitni dejavniki (Strong, 2015). 
 
Zanimivo je odkritje, da prisotnost bakterije H. pylori preprečuje gastroezofagealni refluks 
in ezofagealni adenokarcinom. Njena prisotnost prav tako niža izločanje želodčne kisline v 
želodčni kardiji, posledično pa je povezana z nizko pojavnostjo kardijskega in ezofagnega 
gastritisa. Z nižjim tveganjem za pojav gastritisa kardije in požiralnika se zniža tudi tveganje 
za razvoj kardijskega raka želodca, kar morda, ob upadu primerov, povezanih s H. pylori, 
botruje relativnemu povečanju primerov kardijskega tipa raka želodca (Rawla in Barsouk, 
2019). 
2.5.2 Virus Epstein-Barr  
Virus Epstein-Barr (v nadaljevanju EBV), imenovan tudi humani herpesvirus 4, v večini 
primerov povzroča nesimptomatske okužbe, v redkih primerih pa lahko privede tudi do 
nastanka limfoproliferativnih bolezni in različnih vrst raka. Azijske, evropske in ameriške 
študije kažejo  konsistentno povezavo med okužbo z EBV pri 9 % primerov raka želodca, 
pri čemer je pri moških EBV-pozitivnih tumorjev dvakrat več kot pri ženskah (Murphy in 
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sod., 2012). EBV-pozitivni tumorji prevladujejo v proksimalnem delu želodca, ni pa razlike 
med pojavnostjo difuznega oz. intestinalnega histološkega podtipa. Zanimivo je, da obstaja 
močna povezava med okužbo z EBV in redko, limfoepiteloidno obliko raka želodca, vendar 
točna vloga EBV pri pojavu bolezni še ni jasna. Podatki kažejo, da je prisotnost EBV 
navadno povezana s slabšo prognozo bolezni (Cho in sod., 2016).  
2.5.3 Okoljski vzroki in življenjski stil 
Med prehranskimi vzroki za višje tveganje nastanka bolezni prevladuje visok vnos soli, 
predvsem v povezavi z okužbo s H. pylori. Veliko kontrolnih študij kaže močno povezavo 
med uživanjem slanih živil in razvojem raka želodca, le-to pa potrjuje tudi veliko 
sistematskih preglednih člankov (D'Elia in sod., 2014). Sol povzroča razgradnjo želodčne 
sluznice, ki predstavlja zaščito pred vnetjem. Problematično je tudi rdeče meso, tretirano z 
nitratnimi in nitritnimi solmi, ki imajo na želodec podoben učinek kot navadna, kuhinjska 
sol. Tudi prekomerno uživanje mesa in mesnih izdelkov predstavlja tveganje za nastanek 
distalne oblike bolezni, predvsem v povezavi z okužbo s H. pylori. K dejavnikom tveganja 
spada tudi kajenje, ki botruje predvsem nastanku gastritisa, skupaj s prisotnostjo H. pylori 
pa močno poveča tveganje za nastanek proksimalnega ali distalnega raka želodca. Ocenjuje 
se, da imajo kadilci kar 80 % večje možnosti za razvoj raka želodca (Moy in sod., 2010). 
Čeprav obstaja mnogo študij, ki ugotavljajo povezavo med vnosom alkohola in nastankom 
raka želodca, so izsledki raziskav neskladni in pogosto so si celo nasprotujoči, sploh kar se 
tiče količine in vrste zaužitega alkohola, vse raziskave pa potrjujejo, da prekomerno pitje 
močno poveča tveganje za razvoj bolezni, sploh proksimalne oblike (Ma in sod., 2017). 
Redno uživanje sadja in zelenjave blagodejno deluje na zdravje in preprečuje nastanek 
bolezni. 2-5 enot sadja oz. zelenjave dnevno naj bi v primerjavi z uživanjem ene enote ali 
manj za polovico znižalo tveganje nastanka bolezni (Tsugane in Sazasuki, 2007). Poleg 
naštetih vzrokov ima znaten vpliv na nastanek raka želodca tudi prekomerna teža, katere 
vpliv na nastanek bolezni raste sorazmerno z indeksom telesne mase. Debelost ima močan 
faktor vpliva za razvoj bolezni predvsem pri moških, pri katerih preko povečanega izločanja 
interlevkina 6, alfa faktorja tumorske nekroze (TNF-α) in monocit kemoatraktantnega 
proteina 1 (MCP-1) povzroča kronično vnetje stene želodca, ki lahko pripelje do nastanka 
raka (Xi in sod., 2014). 
2.5.4  Genetske spremembe pri raku želodca 
2.5.4.1 Dedni genetski dejavniki 
Vloga genetskih dejavnikov pri raku želodca še ni povsem jasna. Manj kot 15 % primerov 
raka želodca je družinskih, večina teh primerov pa ni povezanih z zarodnimi mutacijami, 
pravzaprav je takih primerov le okoli 3 %. Najpogostejši primer dednega raka želodca je 
dedni difuzni rak želodca (angl. Hereditary Diffuse Gastric Cancer, HDGC), ki se deduje 
avtosomno dominantno in je povezan z zarodnimi mutacijami gena CDH1 na 16. 
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kromosomu. Gen CDH1 nosi zapis za kadherin 1, ki ima ključno vlogo pri medcelični 
adheziji. Tudi somatske mutacije tega gena so bile povezane z nekaterimi rakavimi obolenji. 
Pri dednem difuznem raku želodca so lahko mutacije različne in se pojavljajo kjerkoli v 
genu, lahko tudi v nekodirajočih regijah. Mutacije, ki v prizadetem alelu povzročijo izgubo 
funkcije, so lahko posledica hipermetilacije ali izgube heterozigotnosti, kar lahko vodi do 
nastanka bolezni. Povezava med mutacijami gena CDH1 in HDGC ni točno potrjena, saj pri 
mnogih družinah z visoko pojavnostjo HDCG niso odkrili mutacij v tem genu (McLean in 
sod., 2014). Poleg HDGC se v zadnjih letih pojavljajo tudi poročila o prej nepoznanem 
sindromu raka želodca, tj. adenokarcinomu želodca in proksimalni želodčni polipozi (angl. 
Gastric Adenocarcinoma and Proximal Polyposis of the Stomach, GAPPS), ki je prav tako 
omejena na določene družine. Genetske povezave z GAPPS za zdaj še niso znane. Redkejši 
dedni sindromi raka želodca so še družinska adenomatozna polipoza črevesja, dedni 
nepolipozni rak debelega črevesa, Peutz-Jeghersov sindrom, in Li-Fraumenijev sindrom, pri 
katerem gre za mutacijo v tumorje zaviralnem genu TP53, ki nosi zapis za p53 (Lott in 
Carvajal-Carmona, 2018). 
2.5.4.2 Pridobljeni genetski dejavniki 
Večina primerov raka želodca je sporadičnih, nastanejo pa kot posledica različnih okoljskih 
in genetskih dejavnikov. Pridobljene genetske napake so lahko rezultat kromosomske 
nestabilnosti, nestabilnosti mikrosatelitov, epigenetskih sprememb in napak v izražanju 
mikroRNA, ki močno vplivajo na izražanje genov. Vzrok so lahko tudi somatske mutacije 
ali polimorfizmi posameznih nukleotidov v kandidatnih genih. Vse naštete nepravilnosti 
lahko vodijo do sprememb v poteku signalnih poti, sprememb pri interakciji organizma in 
okolja, porušenega ravnovesja v celičnem ciklu, rasti in razvoju, to pa botruje razvoju 
bolezni. Takšne molekulske spremembe navadno niso osamljeni primeri, zato je molekularni 
profil malignih tumorjev po navadi zelo heterogen (Skierucha in sod., 2016).  
2.5.4.2.1 Mikrosatelitska nestabilnost 
Mikrosatelitska nestabilnost je prisotna pri 22-50 % primerov sporadičnega raka želodca 
(McLean in sod., 2014), večinoma jo povzročijo mutacije ali epigenetske spremembe v 
popravljalnih genih, kot so MLH1, MSH2, MSH6 in redkeje v genih PMS2 in EPCAM. Pri 
sporadičnih oblikah raka želodca je najbolj pogosta sprememba hipermetilacija promotorske 
regije, kar močno ovira pravilno delovanje DNA popravljalnih mehanizmov in posledično 
povzroča številne mutacije na enostavnih nukleotidnih ponovitvah (mikrosatelitskih 
zaporedjih). Tovrstne mutacije po genomu vplivajo na izražanje mnogih genov, ki so locirani 
za mikrosatelitskimi zaporedji, kar korenito spremeni delovanje številnih celičnih funkcij, 
kot na primer potek celičnega cikla, celično signalizacijo in tumorsko supresijo. Želodčne 
tumorje lahko glede na frekvenco mutacij v mikrosatelitskih zaporedjih razdelimo na 
tumorje z visoko stopnjo mikrosatelistke nestabilnosti in tumorje z nizko stopnjo 
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mikrosatelitske nestabilnosti. Ni še povsem jasno, v kolikšni meri raven nestabilnosti vpliva 
na klinično-histopatološke parametre in prognozo. Nekatere raziskave kažejo, da so višje 
ravni mikrosatelitske nestabilnosti povezani z višjo stopnjo preživetja, kar je najbrž 
posledica nespecifičnih imunskih reakcij, povezanih z nestabilnostjo, ki vplivajo na uničenje 
tumorskih celic (Skierucha in sod., 2016). V splošnem se kaže, da so raki želodca z visoko 
stopnjo nestabilnosti intestinalnega tipa in se nahajajo predvsem v antralnem delu želodca, 
poleg tega pa imajo nižjo smrtnost kot tumorji s stabilnim profilom. Mikrosatelitsko 
stabilnost določamo imunohistokemično s protitelesi za proteine, ki jih kodirajo geni MLH1, 
MSH2, PMS2, EPCAM in MSH6 ali z določanjem mikrosatelitskih označevalcev (McLean, 
2014).  
2.5.4.2.2 Kromosomska nestabilnost  
Značilnost mnogih malignih tumorjev so visoke ravni abnormalnih genomskih sprememb. 
Tumorska celica je genomsko nestabilna takrat, ko se abnormalne genomske spremembe 
pojavijo v kratkem času in v velikem obsegu, tj. ob visoki stopnji novo nastalih mutacij. Če 
se mutacije pojavijo na kromosomskem nivoju, jih imenujemo kromosomska nestabilnost. 
Čeprav je kromosomska nestabilnost prisotna v mnogih vrstah raka, je precej nedefinirana. 
Nekateri z njo povezujejo anevploidije ali poliploidije, drugi pa jo opišejo kot večkratne 
strukturne preureditve oz. kot hitrost izgube ali pridobitve velikih kromosomskih segmentov 
(Maleki in Röcken, 2017). V primeru pospešene izgube heterozigotnosti v tumorje zaviralnih 
genih ali hitrega nastajanja kopij onkogenov, ki sta posledici kromosomske duplikacije, 
kromosomska nestabilnost pogosto vodi do nastanka raka. Rakavi tumorji z visoko stopnjo 
kromosomske nestabilnostjo so pogosto zelo heterogeni. Kljub mnogim študijam je vzrok 
za pojav kromosomske nestabilnosti še vedno nejasen; nekateri trdijo, da je kromosomska 
nestabilnost posledica nepravilnosti v onkogenih in tumorje zaviralnih genih, kar pa verjetno 
ne drži, saj so tudi v kariotipsko stabilnih tumorjih odkrili mutacije v tovrstnih genih (Felsher 
in sod., 1999). Druga teorija pravi, da se anevploidija pojavi po delitvi celic z okvarjenimi 
segregacijskimi mehanizmi, kar privede do kariotipsko abnormalnih hčerinskih celic. Ta 
teorija zavrača idejo, da so za pojav kromosomske nestabilnosti zaslužni le onkogeni in 
tumorje zaviralni geni (Rasnick in sod., 1999). Fenotip KN je lahko posledica napak štirih 
različnih celičnih procesov:  1) napačne kromosomske segregacije med mitozo; 2) napak 
kontrolnih točk v celičnem ciklu; 3) mitotskega stresa, pogojenega z onkogeni in 4) 
replikativnega stresa (Maleki in Röcken, 2017).  
2.5.4.2.3 Mehanizmi kromosomske nestabilnosti 
K celičnim mehanizmom, ki prispevajo k nastanku kromosomske nestabilnosti, prištevamo 
napake pri segregaciji kromosomov, ki je skrbno reguliran proces, pri katerem do napak 
prihaja predvsem zaradi nepravilnosti v pomožnih procesih. K mehanizmom kromosomske 
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nestabilnosti spadajo tudi napake kontrolnih točk v celičnem ciklu, replikacijski stres, 
napake v mitotskih kontrolnih točkah in nepravilnosti kinetohorov.  
 
Kontrolne točke v celičnem ciklu so kontrolni mehanizmi, ki zagotavljajo pravilno ločitev 
hčerinskih celic in zaznavajo morebitne napake pri podvajanju DNA in kromosomski 
segregaciji. Vsaka točka cikla predstavlja korak, pri katerem ustrezni mehanizem preveri 
stanje celice in omogoči prehod v naslednjo fazo delitve, ko so pogoji ustrezni. Poznamo tri 
kontrolne točke: G1-S, S-G2 in G2-M. Kontrolne točke nadzirajo transkripcijski dejavniki 
ciklin-odvisne kinaze (CDK), ki uravnavajo delitev in nadzorujejo faze celičnega cikla. 
CDK1 je mitotska kinaza, ki nadzoruje kontrolno točko G2-M, in skupaj s ciklinoma A in B 
omogoči pravilen začetek mitoze in centrosomalni cikel. Ob aktivaciji CDK1 fosforilira več 
kot 70 substratov, kar sproži ločitev centrosomov. Povišano izražanje CDK1 in povezanih 
aktivatorjev (ciklina A in B) je povezano s KN v malignih tumorjih (Malumbres in sod., 
2009). V interfazi oz. v točki G1-S so aktivne kinaze CDK2, CDK4 in CDK6, ki jih 
uravnavajo ciklini tipa D in ciklini tipa E. Proteini CDK2, CDK4 in CDK6 v primeru 
zaznane poškodbe DNA preprečijo nadaljevanje mitoze v točkah G1-S in G2-M. V primeru 
pojava hiperaktivnih CDK, ki ga povzročijo mutacije na genih, vpletenih v odkrivanje napak 
DNA, celični cikel nemoteno poteka kljub poškodovani DNA, kar vodi do nastanka novih 
celic z nestabilnim genomom. Mutacija v genu TP53 lahko povzroči izgubo kontrolne točke 
G1-S, ki v primeru nepravilnosti prepreči prehod celice v fazo G1, kar povzroči 
nenadzorovane pomnožitve genov, delecije in visoko stopnjo genomskih preureditev 
(Malecki in Röcken, 2017). 
 
Replikacijski stres je posledica premitotskih napak in poškodb replikacijskih vilic, ki 
navadno vodi do napačne segregacije kromosomov in strukturnih kromosomskih napak. 
Vzrok za nastanek replikacijskega stresa najverjetneje predstavljajo mutacije v genu TP53 
in/ali izguba regije 18q, na kateri so geni, ki naj bi preprečevali kromosomsko nestabilnost 
(Burrell in sod., 2013). Poškodbe replikacijskih vilic so verjetno posledica hkratne aktivacije 
onkogenov in inaktivacije tumor zaviralnih genov, ki pospešijo celično proliferacijo in 
povzročijo prekomerno pomnoževanje ali t.i. hiper-replikacijo. Hiper-replikacija pogosto 
rezultira v zlomih dvojne verige in kolapsu replikacijskih vilic. Pri pojavu replikacijskega 
stresa pogosto pride do inducirane celične apoptoze preko poti tumorje zaviralnega proteina 
p53, kar v celicah z mutacijami v genu TP53 povzroči tumorigenezo (Lee in sod., 2016). 
 
Mitotska kontrolna točka ima raznovrstno vlogo pri uravnavanju mitoze, zato lahko napake, 
ki so posledica genskih mutacij, vodijo do nastanka kromosomske nestabilnosti (Kops in 
sod., 2005). Kontrolna točka nadzira pravilno pritrditev kromosomov s kinetohori na 
mikrotubule delitvenega vretena in v  primeru nepravilnega pripetja prekine potek mitoze. 
Signal že enega samega nepripetega kinetohora aktivira mitotsko kontrolno točko, ki nato 
takoj inhibira protein CDC20. Ta je odgovoren za aktivacijo proteinskega kompleksa 
APC/C, ki prek ubikvitinacije ciklinov spodbuja prehod iz metafaze v anafazo. Mitotsko 
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kontrolno točko sestavljajo mnoge komponente, kot na primer BUB1, BUB3, MAD1 in 
drugi proteini. V primeru napak v uravnavanju komponent in drugih nepravilnosti, inhibicija 
CDC20 ne poteče, posledično se aktivira APC/C, kar omogoči prehod celice z nepritrjenimi 
kinetohori v anafazo. Posledica je nastanek hčerinskih celic z napačno ločenimi kromosomi 
(Mussachio in sod., 2007).  
 
Kinetohori so proteinske strukture, ki se nahajajo v centromernih regijah kromosomov in 
služijo pritrjevanju kromosomov na mikrotubule delitvenega vretena. Kinetohori so 
sestavljeni iz treh podenot; notranje podenote, ki omogoča interakcijo s kromatinom, zunanje 
podenote, ki sodeluje z mikrotubuli in centralne podenote. Naloga kinetohorov je 
uravnavanje pravilnega pripetja kromosomov na mikrotubule, pomoč pri premikanju 
kromosomov na vretenu in aktivacija signalne poti za zaustavitev napredovanja celičnega 
cikla v primeru zaznanih napak, kot so nepravilen položaj ali razvrstitev kinetohorov 
(Malecki in Röcken, 2017). Med mitozo se kinetohori zvrstijo na površini perifernih 
centromernih regij, ki vsebujejo  ponavljajoče se tandemske sekvence, imenovane alfa 
sateliti, in zaporedjem CENP-B, ki omogoča vezavo proteina CENP-B. Centromerna regija 
vsebuje tudi histonski protein CENP-A, katerega raven je pomembna za določanje mesta 
centromere, kjer se tvori kinetohor. Če je izražanje CENP-A previsoko, se lahko veže na 
necentromerno regijo, posledično pa bo kinetohor nastal na napačni lokaciji kromosoma. V 
takem primeru bo med mitozo pripenjanje kromosomov na niti delitvenega vretena okrnjeno 
in pogosto se napačno pripet kromosom med potovanjem proti polu zaradi strižnih sil 
prelomi. V ekstremnih primerih kromosom ostane brez mesta za tvorbo kinetohora in se kot 
tak med mitozo ne segregira (Cheeseman in sod., 2008).  Kinetohori se na mikrotubule 
pripenjajo s pomočjo evolucijsko ohranjenih proteinov, ki še pred mitozo migrirajo do 
zunanje podenote kinetohora in tvorijo mesta za pripetje mikrotubulov ter nadzorujejo samo 
vezavo kinetohora na mikrotubule. Napake v teh proteinih pogosto vodijo v nenormalno 
segregacijo kromatid ter anevploidijo, posledično pa povzročijo kromosomsko nestabilnost 
(Cheeseman in sod., 2008). 
 2.6   GEN SMC1B 
Gen SMC1B kodira evolucijsko ohranjen strukturni protein 1B, ki skrbi za pravilno 
strukturiranje kromosomov. Leži na kraku q 22. kromosoma in obsega od 45,3 do 45,4 kbp. 
Sestavljen je iz 26 eksonov, izraža se v vseh tkivih, najvišje izražanje pa ima predvsem v 
testisih. Njegov paralogni gen je SMC1A. Protein SMC1B spada v družino znotrajceličnih 
proteinov, ki skrbijo za pravilno kohezijo kromatid in rekombinacijo DNA med mejozo in 
mitozo, pomaga pa tudi pri izgradnji aksialnega elementa na kromosomu, izražanju genov 
in pri popravljanju DNA. Je del kohezinskega kompleksa, ki med mitozo tvori obroč, v 
katerega se ujameta sestrski kromatidi. Po prehodu v anafazo se kohezinski kompleks 
razreže in zapusti območje kromatina, kar omogoči segregacijo sestrskih kromatid (Garcia-
Cruz in sod., 2010).   
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Slika 1: Prikaz eksperimentalno dokazanih interakcij proteina SMC1B z drugimi proteini (String, 2020). 
Protein 1B interagira s proteini SMC3, SYCP1,3, ESPL1, STAG1, STAG2 in STAG3 ter 
RAD21L1 (Slika 1). Skupaj s proteini SMC3, STAG3 in REC8, ki so prav tako kot SMC1B 
evolucijsko ohranjeni, tvori kohezin. Prisoten je v večini tkiv, največ pa ga je v testisih in 
jajčnikih (Garcia-Cruz in sod., 2010).  
 
Velike študije genetskih in epigenetskih sprememb pri raku želodca, ki so bile vključene v 
projekt TCGA (angl. The Cancer Genome Project) kažejo, da so mutacije v genu SMC1B 




Slika 2: Na sliki je prikaz gena SMC1B z najpogostejšmi mutacijami pri raku želodca. Zeleno obarvane pike 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1   IZBOR PREUČEVANIH POLIMORFIZMOV V GENU SMC1B 
V svoji magistrski nalogi sem želela ugotoviti, če so izbrani polimorfizmi posameznega 
nukleotida v genu SMC1B statistično značilno povezani z dovzetnostjo za razvoj raka 
želodca, ugotavljala pa sem tudi morebitne povezave med genotipom in histopatološkimi 
značilnostmi bolezni. Podatke o genu SMC1B in njegovih polimorfizmih sem iskala v 
različnih spletnih podatkovnih zbirkah, kot so ENSEMBL (Cunningham in sod., 2015), 
GeneCards (Dahary in sod., 2019) in Genome Browser (Kent in sod., 2002). Ker so genetske 
variacije v tem genu slabo preučene, sem pri izbiri polimorfizma posameznega nukleotida 
upoštevala naslednje kriterije: 1) pojavnost manj pogostega alela (ang. Minor Allele 
Frequency) v centralno evropski populaciji je morala biti večja od 0,1; 2) lokacija 
polimorfizma v genu: polimorfizem se je moral nahajati v eksonski ali 3' neprevedeni regiji 
(ang. 3' UTR); 3) polimorfizem je moral biti enojni, to pomeni, izmenjevati sta se morala le 
dva nukleotida.  
 
Izbor ustreznih polimorfizmov sem nato zožila še glede na lokacijo polimorfizma v genu, 
morebitne že znane patološke posledice ter vplive polimorfizma na izražanje gena in 
intronsko izrezovanje. Podrobnejše podatke o polimorfizmih in njihovih posledicah sem 
iskala s programom SNP Function Prediction (Xu in taylor, 2009), ki ponuja tudi oceno 
funkcije izbranega polimorfizma. Zanimal me je tudi morebiten vpliv mutacije na vezavo 
transkripcijskih dejavnikov, za kar sem uporabila orodje atSNP (Zuo in sod., 2015) Za 
pregled vpliva mutacij na vezavo miRNA molekul sem uporabila podatkovno zbirko 
MirSNP (Liu in sod., 2012).  
3.2  VZORCI BOLNIKOV Z RAKOM ŽELODCA IN KONTROLNI VZORCI 
V raziskavo smo vključili 283 bolnikov z rakom želodca. Bolniki so bili izbrani brez 
vnaprejšnje selekcije. Za zagotavljanje varovanja osebnih podatkov so bili vsi vzorci 
opremljeni s kodo. 
 
Vzorci tumorskega tkiva so bili odvzeti med operacijami, ki so bile opravljene med leti 1998 
in 2008 na Oddelku za abdominalno kirurgijo in Oddelku za torakalno kirurgijo v 
Univerzitetnem Kliničnem Centru Ljubljana, v Bolnišnici Petra Držaja, v Splošni bolnišnici 
Jesenice in na Onkološkem inštitutu v Ljubljani. Po odvzemu so bili vzorci zamrznjeni v 
tekočem dušiku in shranjeni pri -70 °C. Histopatološki pregled odvzetega tkiva so opravili 
na Oddelku za patologijo Onkološkega inštituta v Ljubljani. DNA je bila predhodno 
izolirana s kompletom DNA Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison 
WI, USA).  
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Kot kontrolne vzorce smo uporabili vzorce krvi oseb, ki pri odvzemu krvi niso imeli 
malignih bolezni. Iz slovenske populacije je bilo naključno zbranih 276 vzorcev krvi, ki je 
bila po odvzemu do izolacije DNA shranjena pri -70 °C. DNA je bila predhodno izolirana s 
kompletom DNA Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison WI, USA) 
ali z metodo izsoljevanja.   
3.3  VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM ČASU  
PCR (angl. Polymerase Chain Reaction) ali verižna reakcija s polimerazo je metoda, ki jo je 
leta 1983 razvil ameriški kemik Kary Mullis, omogoča pa enostavno pomnoževanje izbranih 
odsekov DNA s pomočjo encima DNA-polimeraze. Pomnoževanje specifičnega odseka 
DNA omogočijo izbrani začetni nukleotidi, ki se prilegajo začetnemu in končnemu delu 
izbranega odseka DNA, ki ga želimo pomnožiti. Reakcijo pripravimo tako, da v ustreznem 
pufru inkubiramo vzorec DNA skupaj s specifičnimi izbranimi začetnimi nukleotidi, 
deoksiribonukleotidi, ki so gradniki DNA verige, in encimom DNA-polimerazo. Reakcija 
poteka verižno, tj. v več ciklih, pri vsakem novem ciklu pa se količina DNA podvoji (Deepak 
in sod., 2007).  
 
RT-qPCR (ang. Real-Time Polymerase Chain reaction) se od klasične metode PCR razlikuje 
v tem, kako detektiramo produkte. Pri klasičnem PCR produkt detektiramo šele po končani 
reakciji, navadno z gelsko elektroforezo, pri RT-qPCR pa lahko nastajanje produktov DNA 
spremljamo sočasno med potekom reakcije s fluorescentnimi barvili. Začetek reakcije je 
enak kot pri klasični metodi PCR. Vzorec DNA inkubiramo skupaj z začetnimi 
oligonukleotidi, deoksiribonukleotidi in DNA-polimerazo, tik pred izvedbo reakcije pa 
mešanici RT-qPCR dodamo še specifično sondo, označeno s fluorescentnim barvilom. 
Sonda, komplementarna delu zaporedja, v katerem je tudi iskan polimorfizem, ima poleg 
fluorescentnega barvila vezan tudi dušilec, ki preprečuje fluorescenco nevezane sonde. 
Reakcija RT-qPCR je sestavljena iz treh faz (preglednica 2). Prva faza reakcije je 
denaturacija DNA, ki poteka pri 95 °C, sledi ji faza pripenjanja začetnih oligonukleotidov 
(50-64 °C), zadnja pa je faza podaljševanja verige DNA z DNA-polimerazo pri 72 °C. Pri 
podaljševanju verige DNA se zaradi eksonukleazne aktivnosti polimeraze sonda, ki se je v 
fazi pripenjanja začetnih oligonukleotidov vezala na ustrezno mesto, razgradi, pri čemer se 
dušilec in fluorescentno barvilo ločita. Ločitev dušilca in barvila omogoči fluorescenco, ki 
jo detektira naprava PCR. Fluorescenca, ki jo oddaja nastajajoči produkt DNA, je 
sorazmerna s količino DNA, in torej z vsakim ciklom naraste. V prvih ciklih zaradi 
fluorescence ozadja sicer eksponentnega povečanja fluorescence produkta ne moremo 
zaznati. Cikel, v katerem količina nastale DNA naraste dovolj, da lahko fluorescentni signal 
detektiramo, imenujemo cikel meje detekcije (angl. threshold cycle), označimo pa ga s Ct. 
Njegova vrednost je odvisna od začetne količine DNA v vzorcu (Deepak in sod., 2007).  
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Pri genotipizacijski metodi, ki smo jo uporabili, v reakcijo dodajamo dve sondi, vsaka je 
specifična za en alel in označena s svojim fluorescentnim barvilom. Genotip preiskovanega 
vzorca določimo glede na barvo fluorescence, prikazane v programu. Če je preiskovani 
vzorec homozigot za enega izmed alelov, bomo po barvi fluorescentnega barvila lahko 
določili, za kateri alel gre. Če pa je preiskovani vzorec heterozigot, bomo zaznali 
fluorescenco obeh barvil (Malkki in Petersdorf, 2014).   
 
Pri izvedbi RT-qPCR sen uporabila analizator Applied Biosystems ViiA 7™, metoda, ki 
sem jo uporabila, pa se imenuje metoda evaporirane DNA. V vsako luknjo na 384-mestni 
mikrotiterski ploščici, v katero sem predhodno nanesla 1 µl  vzorca DNA s koncentracijo 10 
ng/µl in ga čez noč posušila, sem odpipetirala RT-qPCR mešanico s skupnim volumnom 5 
µl, ki je prikazana v preglednici 1. 
 
Preglednica 1: Sestavine in ustrezni volumni mešanice za izvedbo verižne reakcije s polierazo v realnem času 
Sestavina Volumen  Volumen za 384 vzorcev 
Specifična sonda z začetnima 
nukleotidoma 
0,125 µl 48 µl 
Reakcijska mešanica 2,5 µl 960 µl 
Destilirana voda 2,375 µl 912 µl 
Skupni volumen 5 µl 1,920 ml 
 
 
Preglednica 2: Prikaz poteka verižne reakcije s polimerazo v realnem času (RT-qPCR) 
Faza Temperatura Čas 
Denaturacija DNA 95 °C 30 s 
Pripenjanje začetnih oligonukleotidov 50 – 64 °C 30 s 
Podaljševanje verige z DNA polimerazo 72 °C 60 s 
 
Uporabili smo predpripravljene genotipizacijske komplete TaqMan (Applied 
BiosystemsTM). Iz proizvajalčevih podatkov smo pridobili informacije, s katerim barvilom 
sta pri vsakem kompletu označeni sondi, medtem, ko so podatki o zaporedjih 
oligonukleotidnih začetnikov in sond zaščiteni. Pri rs6007010 (C_2487249_10) je bila 
sonda, ki prepozna alel C označena z barvilom VIC, sonda, ki prepozna alel T pa z barvilom 
FAM. Pri kompletu za rs3747239 (C_27494149_10) je bila sonda, ki prepozna alel A, 
označena z barvilom VIC in sonda za alel C z barvilom FAM. Pri rs3747238 
(C_27511080_20) pa je bila sonda, ki prepozna alel C, označena z VIC, sonda, ki prepozna 
alel T pa s FAM.  
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3.4.1 Test Hi-kvadrat 
Test Hi-kvadrat je statistična metoda, s katero testiramo enake verjetnosti ali za testiranje 
statistično značilno povezanost oz. soodvisnost med dvema opisnima spremenljivkama v 
kontingenčni preglednici. Za izvedbo testa morata biti izpolnjena dva pogoja, in sicer: več 
kot 20 % pričakovanih frekvenc spremenljivk ne sme biti manjših od pet, nobena med njimi 
pa ne sme biti manjša od ena. V primeru, da pogoja nista izpolnjena, se lahko poslužimo 
uporabe nadomestnih testov, kot sta hi-kvadrat test razmerij verjetnosti in Fischerjev 
natančni test. Hi-kvadrat test uporabljamo predvsem za analizo opisnih spremenljivk 
(kategoričnih podatkov). Na spodnji sliki je enačba Pearsonovega testa hi-kvadrat (1), pri 
kateri so fk dejanske oz. opazovane frekvence, fk' pa pričakovane oz. teoretične frekvence 
(McHugh, 2013).  
 
                                                                                                             … (1) 
 
Test neodvisnosti preverja ujemanje med dejanskimi in pričakovanimi frekvencami oziroma 
povezanost med spremenljivkama, pri čemer postavimo ničelno in alternativno hipotezo, H0 
in H1. H0 pomeni neodvisnost med spremenljivkama, H1 pa odvisnost med 
spremenljivkama. Na osnovi izračunane vrednosti hi-kvadrata in izbrane kritične vrednosti 
(v našem primeru p<0,05) sprejmemo oz. zavrnemo H0 (McHugh, 2013). 
3.4.1 Fisherjev natančni test 
V primeru, ko pogojev za izvedbo hi-kvadrat testa ne moremo zagotoviti, uporabimo 
Fisherjev natančni test. Fisherjev natančni test je pogosto uporabljena metoda, s katero 
preverjamo povezavo med dvema spremenljivkama, in je enakovreden testu hi-kvadrat. 
Osnova testa je geometrična direktna porazdelitev vnaprej določene statistike, zato ga lahko 
uporabimo v primeru frekvenc, manjših od 5 (Connelly, 2016). 
 
3.4.2 Hardy-Weinbergovo načelo 
 
Hardy-Weinbergovo načelo je izrek, ki trdi, da so razmerja med zastopanostjo alelov v 
populaciji konstantna, če nanje deluje samo naključno prerazporejanje, denimo pri nastanku 
spolnih celic in naključna prerazporeditev ob oploditvi. Načelo sledi predpostavkam, da v 
populaciji ne prihaja do mutacij, da je populacija neskončno velika, v njej pa prihaja le do 
naključnega parjenja. Populacija, ki sledi Hardy-Weinbergovemu načelu, je v t. i. Hardy-
Weinbergovem ravnotežju. Hardy-Weinbergovo načelo uporabljamo za ugotavljanje 
odstopanj od osnovnega pričakovanega stanja. Iz frekvenc alelov lahko izračunamo 
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ravnotežje alelov v populaciji. Pri Hardy-Weinbergovem načelu velja, da če sta f(A) = p in 
f(A) = q, pri čemer je p frekvenca alela A in q frekvenca alela a, bodo pričakovane frekvence 
genotipov, pri čemer AA pomeni homozigot za alel A, aa homozigot za alel a in Aa 
heterozigot, pod pogoji naključnega parjenja sledeče: f(AA) = p2, f(aa) = q2 in f(Aa) = 2pq.  
V svoji magistrski nalogi sem Hardy-Weinbergovo ravnotežje izračunala s pomočjo 
predhodno izvedenega hi-kvadrat testa, pri čemer sem opazovane frekvence alelov 
primerjala s pričakovanimi frekvencami. Statistično neznačilni rezultati so pomenili, da je 
nabor vzorcev ustrezen in reprezentativen (Mayo, 2008). 
 
3.4.3 Analiza vpliva izbranih polimorfizmov v genu SMC1B z genetskimi modeli 
 
Povezanost genotipov izbranih polimorfizmov sem analizirala z metodo logistične regresije.  
Metoda v programu R za vsak genetski model poda podatek o velikosti vzorca in odstotke 
za vsak genotip, razmerje obetov, 95 % interval zaupanja in vrednost p, ki sovpada z 
verjetnostnim preizkusom primerjav z ničelnim modelom in Akaikejev informacijski kriterij 
(kriterij, s katerim ocenimo, kateri izmed modelov optimalno napoveduje prihodnje gibanje 
proučevane spremenljivke) za vsak genetski model. Izračun vpliva izbranega polimorfizma 
na bolezen temelji na primerjavi porazdelitve genotipov genetskih modelov med kontrolami 
in bolniki (Sole in sod., 2006). 
 
Razmerje obetov je pri tej metodi pomembno pri razlagi rezultatov. S tem podatkov merimo 
moč učinka, obet dogodka pa razlagamo kot količnik verjetnosti nekega dogodka in 
verjetnost nasprotnega dogodka. Polimorfizem enega nukleotida je najpogostejši tip alelne 
raznolikosti, pri katerem poznamo bolj pogost alel (angl. Major Allele) in manj pogost alel 
(angl. Minor Allele) in tri ustrezne genotipe: homozigot bolj pogostega alela (MM), 
heterozigot (Mm) in homozigot manj pogostega alela (mm). Vsakemu genotipu pripada 
določen obet, s primerjavo obetov pa izračunamo razmerje obetov. Pri preučevanju enega 
gena se poslužujemo naslednjih genetskih modelov: dominantni model, recesivni model, 
kodominantni model in naddominantni model (angl. Overdominant model). Dominantni 
model primerja frekvence homozigotov bolj pogostega alela s frekvencami heterozigotov in 
frekvencami homozigotov za manj pogost alel (MM proti Mm in mm), recesivni model 
primerja homozigote manj pogostega alela s heterozigoti in homozigoti bolj pogostega alela 
(mm proti Mm in MM), naddominantni model pa predvideva, da ima najmočnejši vpliv na 
fenotip heterozigot, ter primerja heterozigote s homozigotoma (Mm proti MM in mm). 
Kodominantni model predvideva, da so MM, Mm in mm povezani, po vrsti, z visokim, 
srednjim in nizkim tveganjem ali nizkim, srednjim in visokim tveganjem (Horita in Kaneko, 
2015).  
 
V mojem primeru sem z razmerjem obetov pri bolnikih z rakom želodca in zdravih 
kontrolnih osebah ugotavljala povezanost med različnimi genotipi in prisotnostjo bolezni. 
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Če se spremenljivka, v mojem primeru genotip, pojavlja enako pogosto pri bolnikih in 
kontrolnih osebah, je razmerje obetov enako 1, če je večje kot 1, velja, da je tveganje za 
razvoj bolezni za posameznike s primerjanim genotipom v genetskem modelu večje, in če je 
manjše kot 1, je tveganje za posameznike s primerjanim genotipom v genetskem modelu 
manjše (Szumilas in sod., 2010). 
  
3.4.4 Analiza preživetja z metodo Kaplan-Meier 
 
Preživetje bolnikov z rakom želodca v povezavi z genotipi preučevanih polimorfizmov 
posameznega nukleotida in/ali izbranimi klinično-histopatološkimi lastnostmi sem 
analizirala s statistično metodo Kaplan Meier. Kaplan Meier je statistična metoda, s katero 
prikazujemo krivulje preživetja, izračunane s pomočjo podatkov o bolnikih. V medicini jo 
pogosto uporabljajo za ugotavljanje časa preživetja bolnikov po končani terapiji in frakcij 
bolnikov, ki po končani terapiji živijo še določen čas (Goel in sod., 2010). Preživetveno 
krivuljo metode Kaplan-Meier opišemo kot verjetnost preživetja v danem časovnem 
obdobju, ki ga razdelimo na krajše časovne intervale. Izvedba analize upošteva tri 
predpostavke: 1) preiskovanci imajo enako verjetnost preživetja, četudi jih v raziskavo 
vključimo na začetku ali koncu, 2) preiskovanci, ki jim nehamo slediti, imajo enake 
možnosti preživetja kot preiskovanci, pri katerih sledenje nadaljujemo, 3) vsi dogodki se 
zgodijo v točno določenem času. Vpliv zadnje predpostavke izpilimo tako, da izbrano 
obdobje razdelimo na več krajših intervalov, kar poveča natančnost sledenja (Goel in sod., 
2010). Za vsak časovni interval verjetnost preživetja izračunamo po enačbi (2). 
       … (2) 
 
Z uporabo Kaplan Meier metode sem ugotavljala tudi preživetje bolnikov, ločenih glede na 
spol, ter razlike med njimi glede na različne histopatološke lastnosti.  
3.4.5  Uporaba statističnega programa R 
Vse analize so bile izvedene v programu R (R Core Team (2017)) oziroma v programu IBM 
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3.4.6 Soglasje komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko 
 
Raziskavo smo izvedli s soglasjem Komisije republike Slovenije za medicinsko etiko, 
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4 REZULTATI  
4.1   KLINIČNO-HISTOPATOLOŠKE LASTNOSTI BOLNIKOV Z RAKOM ŽELODCA 
V svoje magistrsko delo sem vključila 258 bolnikov z rakom želodca in 276 kontrolnih 
vzorcev. V spodnji preglednici (preglednica 3) so prikazani izbrani osnovni klinično-
histopatološki podatki ter absolutno in relativno število vseh primerov, ki pripadajo 
izbranemu parametru. Števila primerov se med posameznimi parametri razlikujejo, saj so se 
podatki o bolnikih razlikovali, ker pri vseh bolnikih niso bili določeni vsi klinično-
histopatološki parametri. 
 




















V preiskovalni skupini so prevladovali bolniki moškega spola (160), žensk je bilo 98. 
Povprečna starost bolnikov je bila 65,94 let, bolnic pa 68,27. Razpon starosti bolnikov pa je 
bil med 21 in 91 leti (moški: 21-87, ženske 37-91). Največ primerov bolezni je bilo v predelu 
želodčnega antruma, in sicer 37,0 %, najmanj, 18,5 % pa v kardiji. Tumorsko krvožilje oz. 
vaskularna invazija, kar pomeni prisotnost tumorskih celic v krvožilju, je bila prisotna pri 
33,8 %, perinevralna invazija, ki označuje prisotnost tumorskih celic ob živčnih vlaknih, pa 
pri 46,3 % bolnikov. Do invazije tumorskih celic v limfno tkivo je prišlo pri 88,3 %  
bolnikov. Največ primerov tumorjev (39,9 %) je bilo slabo diferenciranih,  najmanj, 8.1 %, 
pa dobro diferenciranih. Diferenciacija pomeni stopnjo specializacije tumorskih celic; pri 
dobro diferenciranih celicah je strukturna podobnost s tkivom, iz katerega izhajajo, velika, 
Parametri N (absolutno in relativno število) 
Spol Moški 160 (55,9 %) 
Ženske 98 (38,0 %) 
Starost Moški 
 
Povprečje 65,94 let  
Razpon 21-87 let 
Ženske Povprečje 68,27 let 
Razpon 37-91 let  
Lokacija Kardija/gastroezofagealna meja 35 (18,5%) 
Korpus 46 (24,3 %) 
Antrum 70 (37,0 %) 
Več delov 38 (20,1 %) 
Vaskularna 
invazija 
Ni 53 (66,3 %) 
Je 27 (33,8 %) 
Perinevralna 
invazija 
Ni 51 (53,7 %) 
Je 44 (46,3 % ) 
Invazija v limfo Ni 7 (11,7 %) 
Je 53 (88,3 %) 
Gradus 
(diferenciacija) 
Dobro diferenciran 16 (8,1 %) 
Zmerno diferenciran 46 (23,2 %) 
Slabo diferenciran 79 (39,9 %) 
Nediferenciran 57 (28,8 %) 
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pri slabo diferenciranih celicah pa je podobnost manjša. Pri nedefirenciranih tumorskih celic 
strukturne podobnosti izvornih celicam ni več, zato takrat ne moremo ugotavljati njihovega 
izvora.  
4.2. BIOINFORMACIJSKI PREGLED IZBRANIH POLIMORFIZMOV 
Upoštevajoč izbrane kriterije, opisane v poglavju Metode dela, sem v spletni zbirki 
ENSEMBL (Cunningham in sod., 2015) našla štirinajst ustreznih polimorfizmov gena 
SMC1B, od teh pa sva skupaj z mentorico izbrali tri: rs3747238, rs3747239 in rs6007010. 
Rs3747238 in rs3747239 se nahajata na 3'UTR koncu gena, rs6007010 pa v eksonski regiji.  
 
Z bioinformacijsko analizo v programu mirSNP sem ugotovila, da genotipi polimorfizmov 
rs3747238 in rs3747239 lahko vplivajo na vezavo različnih molekul miRNA. Prisotnost 
alela A polimorfizma rs3747238 pomeni izgubo vezavnega mesta za miRNA hsa-miR-4708-
3p. Pri polimorfizmu rs3747239 prisotnost alela A poviša afiniteto vezave miRNA hsa-miR-
127-5p, medtem ko prisotnost alela C pomeni izgubo vezavnega mesta za dve miRNA 
molekuli, hsa-miR-4452 in hsa-miR-4680-3p. Prisotnost alela C ustvari novo vezavno mesto 
za  miRNA hsa-miR-20a-3p. Ugotovitve sem predstavila v preglednici 4. 
 
Preglednica 4: Prikaz vpliva različnih genotipov polimorfizmov rs3747238 in rs3747239 na vezavo različnih 
molekul miRNA. 
Polimorfizem Alel Učinek miRNA 
Rs3747238 C  hsa-miR-4708-3p 
 A Izguba vezavnega mesta / 
Rs3747239 A Povečanje afinitete vezave miRNA  hsa-miR-127-5p 
 C  hsa-miR-127-5p 
 A  / 
 C Pridobitev vezavnega mesta hsa-miR-20a-3p 
 A  hsa-miR-4452 
 C Izguba vezavnega mesta / 
 A  hsa-miR-4680-3p 
 C Izguba vezavnega mesta / 
 
S pomočjo programa atSNP sem ugotovila, da genotipi polimorfizma rs6007010 vplivajo na 
vezavo transkripcijskih faktorjev. Pregledala sem vpliv genotipov na tri različne 
transkripcijske faktorje, WT1, E2F2 in RAD21. Ugotovila sem, da prisotnost manj 
pogostega alela C statistično značilno izboljša vezavo vseh izbranih transkripcijskih 
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Preglednica 5: P-vrednosti vpliva genotipa polimorfizma rs6007010 na vezavo transkripcijskih faktorjev 
WT1, E2F3 in RAD21. 




4.3 PREGLED POJAVLJANJA GENOTIPOV IZBRANIH POLIMORFIZMOV PRI 
BOLNIKIH IN KONTROLAH 
Analizo pojavljanja genotipov polimorfizmov rs3747238 in rs3747239 pri kontrolni skupini 
in bolnikih sem uspešno izvedla v programu R s programskim paketom HardyWeinberg. 
Rezultati so skupaj prikazani v spodnji preglednici. 
 
Preglednica 6: Prikaz porazdelitve različnih genotipov izbranih polimorfizmov rs3747238, rs3747239 in 
rs6007010 pri bolnikih z rakom želodca in kontrolni skupini. 








Rs3747238 TT 100 (35,34) χ2=2,216 
p=0,137 
89 (33,21) χ2 =0,094 
p=0,758 
 
CT 126 (44,52) 133 (49,63) 
CC 57 (20,14) 46 (17,16) 
Skupaj  283 (100,00) 268 (100,00) 
Rs3747239 AA 143 (50,53) χ2=3,377 
p=0,066 
139 (54,09) χ2=0,055 
p=0,814 AC 107 (37,81) 101 (39,30) 
CC 33 (11,66) 17 (6,61)  
Skupaj 283 (100,00) 257 (100,00) 
Rs6007010 TT 118 (42,29) χ2=2,858 
p=0,091 
100 (38,91) χ2=0,569 
p=0,451 CT 135 (48,38) 116 (45,13) 








V zgornji preglednici je prikazana porazdelitev oz. frekvenca genotipov izbranih 
polimorfizmov rs3747238, rs3747239 in rs6007010 gena SMC1B pri obeh primerjanih 
skupinah, to so kontrolne osebe in bolniki z rakom želodca. Hardy-Weinbergovo ravnovesje, 
ki trdi, da so razmerja med pojavnostjo alelov in genotipov v populaciji konstanta, smo 
ugotavljali z računanjem porazdelitve Hi-kvadrat iz ugotovljenih deležev s statističnim 
programom R. Pri genotipih polimorfizmov rs3747238, rs3747239 in rs6007010 v skupini 
bolnikov vidimo, da odstopanj od Hardy-Weinbergovega ravnovesja ni, saj izračunane 
vrednosti niso bile statistično značilno različne. Tudi v kontrolni populaciji pri nobenem 
polimorfizmu ni statistično značilnih odstopanj od Hardy-Weinbergovega ravnovesja, saj se 
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vse izračunane frekvence skladajo s pričakovanimi. To pomeni, da so vsi genotipi v Hardy-
Weinbergovem ravnovesju, zato smo pri vseh polimorfizmih lahko nadaljevali z analizami. 
4.4  PRIMERJAVA POGOSTNOSTI GENOTIPOV IZBRANIH POLIMORFIZMOV PRI   
PREISKOVANCIH IN KONTROLNIH VZORCIH 
V spodnjih preglednicah (preglednici 7 in 8) sem prikazala porazdelitev genotipov izbranih 
polimorfizmov rs3747238, rs3747239 in rs6007010 in rezultate statistične metode test Hi-
kvadrat ter rezultate Fischerjevega natančnega testa, ki ugotavlja verjetnost porazdelitev 
genotipov med bolniki in kontrolami. Porazdelitev sem prikazala ločeno po spolih v 
preglednici 7 in glede na celotno populacijo obeh primerjanih skupin v preglednici 8. 
 
Preglednica 7: Porazdelitev genotipov polimorfizmov rs3747238, rs3747239 in rs6007010 v genu SMC1B v 
združeni populaciji kontrolnih vzorcev in vzorcev bolnikov, ločeni glede na spol. 
  Moški Ženske 









Rs3747238 TT 60 (37,50) 76  (34,55) χ2=1,515 
p=0,476 
34 (35,05) 12   (27,27) χ2=3,523 
p=0,190 CT 65 (40,63) 103 
(46,82) 
46 (47,42) 28   (63,63) 












49 (50,51) 24   (55,81) χ2=4,608 
p=0,099 
AC 61 (38,13) 80 (38,10) 34 (35,05) 18   (41,86) 
CC 17 
(10,63) 
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Preglednica 8: Pregled pogostnosti genotipov polimorfizmov rs3747238, rs3747239 in rs6007010 v celotni 
populaciji vzorcev bolnikov in kontrol. 
Polimorfizem Genotip Bolniki  
N (%) 
Kontrolna 
skupina N (%) 
Statistični 
rezultat 
Rs3747238 TT 100 (35,33) 89 (33,20) χ2=1,596 
p=0,453 TC 126 (44,52) 133 (49,62) 
CC 57 (20,14) 46 (17,16) 
Skupaj 283 (100,00) 268 (100,00) 
Rs3747239 AA 143 (50,53) 139 (54,08) χ2=4,107 
p=0,131 AC 107 (37,80) 101 (39,30) 
CC 33 (11,66) 17 (6,61) 
Skupaj 283 (100,00) 257 (100,00) 
Rs6007010 TT 120 (42,56) 100 (38,91) χ2=7,025 
p=0,030 CT 138 (48,93) 116 (45,13) 
CC 24 (8,51) 41 (15,95) 
Skupaj 283 (100,00) 257 (100,00) 
 
Kot lahko vidimo v preglednici 7, pri izbranih polimorfizih ni statistično značilnih razlik 
med pacienti in kontrolno skupino, kar se tiče pregleda oz. porazdelitve po spolih.  
 
V preglednici 8 lahko vidimo, da pri polimorfizmih rs3747238 in rs3747239 v celotni 
populaciji ni statistično značilnih razlik med vzorci kontrol in vzorci bolnikov, drugače pa 
je pri polimorfizmu rs6007010, kjer je med vzorci kontrol in vzorci bolnikov statistično 
značilna razlika (p<0,05).  
4.4 OCENA VPLIVA GENOTIPOV POLIMORFIZMOV NA TVEGANJE ZA RAZVOJ 
RAKA ŽELODCA 
Vpliv določenih genotipov izbranih polimorfizmov na tveganje za nastanek bolezni sem 
preverjala z analizo treh različnih genetskih modelov v programu R s programskim paketom 
SNPassoc. Genetski modeli predstavljajo uvid v individualni vpliv gena na fenotip, saj 
specifično povežejo genotip in fenotip.  
 
V spodnji preglednici (preglednica 9) sem prikazala genetske modele s posameznimi 
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Preglednica 9: Prikaz pogostnosti genotipov rs3747238. rs3747239 in rs6007010 v različnih genetskih 
modelih pri vzorcih bolnikov in kontrol. 
Polimorfizem 
 




TT vs. CT+CC  
98/180 | 89/179 0,91 
(0,64 – 1,30) 
p=0,6150 
Recesivni: 
TT+CT vs. CC 
223/55 | 222/46 1,19 
(0,77 – 1,84) 
p=0,4303 
Naddominatni: 
TT+CC vs. CT 
153/25 | 135/133 0,83 
(0,59 - 1,16) 
p=0,2752 
Rs3747239 Dominantni: 
AA vs. AC+CC  
141/137 | 139/118 1,14 
(0,81 – 1,61) 
p=0,4361 
Recesivni: 
AA+AC vs. CC 
245/33 | 240/17 1,90 
(1,03 - 3,51) 
p=0,0351 
Naddominantni: 
AA+CC vs. AC 
174/104 | 156/101 0,92 
(0,65 – 1,31) 
p=0,1289 
Rs6007010 Dominantni: 
TT vs. CT+CC  
118/159/ | 100/157 0,86 
(0,61 – 1,21) 
p=0,3860 
 Recesivni: 
TT+CT vs. CC 
253/24 | 216/41 0,50 
(0,29 – 0,85) 
p=0,0097 
 Naddominantni: 
TT+CC vs. CT 
142/135 | 141/116 1,16 




Kot je razvidno iz preglednice 9, je statistično značilna razlika med bolniki in kontrolno 
skupino prisotna pri recesivnem modelu polimorfizma rs3747239 in pri recesivnem modelu 
polimorfizma rs6007010. Pri recesivnem modelu polimorfizma rs3747239 je razmerje 
obetov 1,90 z intervalom zaupanja od 1,03 do 3,51, p vrednost pa 0,0351. Pri recesivnem 
modelu polimorfizma rs6007010 p vrednost pri intervalu zaupanja med 0,29 in 0,85 znaša 
0,0097, kar pomeni, da bi lahko bilo pri osebah z genotipom CC tveganje za nastanek raka 
želodca manjše za 2-krat.  
Pri drugih genetskih modelih nisem ugotovila statistično značilnih razlik pri oceni 
morebitnega vpliva genotipov na nastanek bolezni.   
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4.5 ANALIZA KLINIČNO-HISTOPATOLOŠKIH LASTNOSTI PRI BOLNIKIH Z 
RAKOM ŽELODCA 
Za analizo klinično-histopatoloških lastnosti sem uporabila statistično metodo hi-kvadrat, s 
čimer sem želela ugotoviti morebitno povezavo med genotipom in izbranimi fenotipskimi 
lastnostmi bolezni. Statitsično analizo sem izvedla v programu SPSS, ugotavljala pa sem 
povezavo med izbranimi lastnostmi in genotipom ter glede na spol pri bolnikih z rakom 
želodca. V spodnjih preglednicah so predstavljeni statistični rezultati za izbrane 
polimorfizme rs3747238, rs3747239 in rs6007010 za celotno populacijo bolnikov ter ločeno 
po spolu. V statistično analizo sem vključila naslednje izbrane histopatološke lastnosti:  
- Tip po Laurenu 
- Gradus (Stopnja tumorske diferenciacije) 
- Prisotnost vaskularne invazije 
- Širitev tumorskih celic čez plasti želodca (pT) 
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Preglednica 10: Prikaz povezave med genotipi polimorfizma rs3747238 in izbranimi klinično-






intestinalni (N (%)) difuzni (N (%)) 
 
Statistika 
Moški Ženske Moški Ženske Moški Ženske 




TC 25 (41,70)  24 (51,10)   33 (41,80) 15 (42,90) 
CC 16 (26,70)  6 (12,80)   16 (20,30) 9 (25,70) 
 Gradus 
Dobro, zmerno in slabo 
diferenciran (N (%)) 
Nediferenciran (N (%)) Statistika 
Moški Ženske Moški Ženske Moški Ženske 





TC 36 (58,00)   30 (78,80)   18 (41,90) 8 (21,10) 
CC 22 (81,30)   12 (85,70)   8 (18,60) 2 (14,30) 
 Vaskularna invazija 
 Ni (N (%)) Je (N (%)) Statistika  
 Moški  Ženske Moški Ženske Moški Ženske 
TT 10 (33,30)  5 (26,30) 24 (34,80) 11 (31,40) χ2=0,202 
p=0,923 
χ2=0,233 
p=0,933 TC 12 (40,00)  10 (52,60) 29 (42,00) 17 (48,60) 
CC 8 (26,70)  4 (21,10) 16 (23,20) 7 (20,00) 
 pT 
Lamina propria  
(N (%)) 





Moški Ženske Moški Ženske Moški  Ženske Moški Ženske 








 23  
(39,70) 
















 20  
(34,50) 
 12  
(48,00) 








 15  
(25,90) 
 7  
(28,00) 
 pN 
Nič (N (%)) Ena ali več (N (%)) Statistika  
Moški Ženske Moški Ženske  Moški Ženske 






7 (29,20) 4 (23,50) 25 (22,94) 10 (15,63) 
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Preglednica 11: Prikaz povezave med genotipi polimorfizma rs3747239 in izbranimi klinično-






intestinalni (N (%)) difuzni (N (%)) 
 
Statistika 
Moški Ženske Moški Ženske Moški Ženske 
AA 27 (45,0)  26 (55,3)  40 (50,6) 17 (48,6) χ2=1,358 
p=0,495 
χ2=1,451 
p=0,476 AC 24 (40,0)  15 (31,9)   32 (40,5) 10 (28,6) 
CC 9 (15,0)  6 (12,8)   7 (8,9) 8 (22,9) 
 Gradus 
Dobro, zmerno in slabo 
diferenciran (N (%)) 
Nediferenciran (N (%)) Statistika 
Moški Ženske Moški Ženske Moški Ženske 





AC  13 (32,5)  9 (40,9)   38 (44,7) 16 (31,4) 
CC 5 (12,5)  4 (18,2)   10 (11,8) 9 (17,6) 
 Vaskularna invazija 
 Ni (N (%)) Je (N (%)) Statistika  
 Moški  Ženske Moški Ženske Moški Ženske 




AC 12 (40,0)  8 (42,1) 27 (39,1) 12 (34,4) 
CC 4 (13,3)  5 (26,3) 7 (10,1) 6 (17,1) 
 pT 
Lamina propria  
(N (%)) 





Moški Ženske Moški Ženske Moški  Ženske Moški Ženske 









































Neg.   
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1 do 6 
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7 do 15 
(N (%)) 
Več kot 16  
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Statistika  
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Preglednica 12: Prikaz povezave med genotipi polimorfizma rs6007010 in izbranimi klinično-






intestinalni (N (%)) difuzni (N (%)) 
 
Statistika 
Moški Ženske Moški Ženske Moški Ženske 




CT 30 (50,00)  24 (51,50)   40 (50,60)  14 (41,20) 
CC 7 (11,70)  3 (6,40)   6 (7,60)  6 (17,60) 
 Gradus 
Dobro, zmerno in slabo 
diferenciran (N (%)) 
Nediferenciran (N (%)) Statistika 
Moški Ženske Moški Ženske Moški Ženske 




CT 16 (40,00)  14 (63,60)   46 (54,10) 24 (48,00) 
CC 2 (12,50)   2 (9,10)   8 (9,40) 6 (12,00) 
 Vaskularna invazija 
 Ni (N (%)) Je (N (%)) Statistika  
 Moški  Ženske Moški Ženske Moški Ženske 




CT 13 (43,30)  12 (63,20) 32 (46,40) 17 (50,00) 
CC 5 (16,70)  2 (10,50) 6 (8,70) 4 (11,80) 
 pT 
Lamina propria  
(N (%)) 





Moški Ženske Moški Ženske Moški  Ženske Moški Ženske 




CT 7 (41,20) 10 (62,50) 32 (55,20) 17 (42,50) 28 (48,30) 13 (52,00) 
CC 3 (17,60) 0 (0,00) 6 (10,30) 2 (5,00) 4 (6,90) 6 (24,00) 
 pN 
Nič (N (%)) Ena ali več (N (%)) Statistika  
Moški Ženske Moški Ženske  Moški Ženske 




CT 9 (47,40) 10 (55,60) 49 (54,40) 18 (40,00) 
CC  3 (15,80) 0 (0,00) 7 (7,80) 6 (13,30)   
 
Pri pregledu rezultatov statistične analize za polimorfizem rs3747238 (preglednica 10) 
vidimo, da med genotipi ni statistično značilnih razlik pri nobeni izmed izbranih klinično-
histopatoloških lastnosti.  
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Pri analizi povezave med genotipi in klinično-histopatološkimi lastnostmi polimorfizma 
rs3747239, smo opazili mejno statistično značilno odstopanje (p=0,052) pri moških, in sicer 
pri parametru števila pozitivnih bezgavk, to pomeni, bezgavk, pozitivnih na prisotnost 
tumorskih celic (pN). Moški bolniki z genotipom AC so imeli pogosteje večje število 
pozitivnih bezgavk v kategoriji od 7 do 15 kot bi pričakovali.   
Pri rezultatih statistične analize za polimorfizem rs6007010 (preglednica 12) vidimo, da je 
statistično značilna razlika prisotna le pri ženskah, in sicer pri parametru širitve tumorskih 
celic čez plasti želodca (pT). Pri bolnicah z genotipom CC se tumorske celice pogosteje, kot 
bi pričakovali, širijo čez mišično plast v subserozo.  
4.6 ANALIZA PREŽIVETJA BOLNIKOV Z METODO KAPLAN MEIER 
Preživetje bolnikov z rakom želodca v povezavi z genotipi preučevanih polimorfizmov 
posameznega nukleotida in/ali izbranimi klinično-histopatološkimi lastnostmi sem 
analizirala s statistično metodo Kaplan Meier.  
 
Pri pregledu rezultatov sem ugotovila, da na preživetje bolnikov izbrani polimorfizmi ne 
vplivajo, do enakih zaključkov pa sem prišla tudi pri analizi preživetja glede na spol. 
Statistično značilne razlike sem opazila pri preživetju bolnikov v primerjavi s perinevralno 
invazijo, tj. širjenjem tumorskih celic vzdolž živčnih vlaken, kjer je rezultat testa Log Rank 
(Mantel-Cox) pokazal statistično značilne razlike (χ2=13,187, p=0,000). Grafični prikaz 
preživetja bolnikov z rakom želodca glede na perinevralno invazijo je prikazan na spodnjem 
grafu (Slika 3). Statistično značilno povezavo sem opazila tudi pri analizi preživetja bolnikov 
v primerjavi s številom bezgavk, ki so bile pozitivne na prisotnost tumorskih celic (pN), kjer 
je rezultat testa Log Rank (Mantel-Cox) pokazal statistično značilne razlike (χ2=34,786, 
p=0,000). Grafični prikaz preživetja bolnikov z rakom želodca glede na perinevralno 
invazijo je prikazan na spodnjem grafu (Slika 4).  
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Rak želodca je maligni karcinom, ki je, globalno gledano, tretji najpogostejši vzrok smrti, 
povezane z rakavim obolenjem. Kljub napredkom v diagnostiki in zdravljenju ostaja petletno 
preživetje nizko. Zaradi nejasne kancerogeneze, kompleksnega razvoja in relativno velike 
pojavnosti pri starostnikih, bolezen vzbuja splošno zaskrbljenost in ogroža javno zdravje. 
Na pojav bolezni lahko vplivajo nekateri zunanji dejavniki, kot so kajenje, prehrana s 
prekomernim vnosom soli in okužba s H. pylori, na njen razvoj in napredovanje pa vplivajo 
tudi genetske predispozicije posameznika (Tian in sod., 2019). Polimorfizmi posameznega 
nukleotida (SNPji) so pogoste genetske spremembe, ki povzročajo spremembe nukleotidnih 
baz, ki morda vplivajo na oziroma pospešijo razvoj bolezni. Zato so študije presejanja teh 
sprememb in primerjave porazdelitev genotipov in/ali alelov v populacijah bolnikov in 
zdravih kontrolnih posameznikov ter preučevanje njihovih vplivov zelo pomembne za 
razumevanje razvoja in morda tudi poteka bolezni (Tian in sod., 2019). 
Kromosomska nestabilnost je opisana kot velike ali majhne somatske spremembe na 
kromosomski ravni in je splošno uveljavljena kot eden izmed poglavitnih razlogov za 
nastanek rakavih obolenj. Raziskave kažejo, da je kromosomska nestabilnost v veliki meri 
povezana s heterogenostjo tumorjev, kar je značilno tudi za rak želodca. Ni pa še povsem 
jasno, ali je kromosomska nestabilnost vzrok za razvoj malignega fenotipa ali le posledica 
bolezni (Maleki in Röcken, 2017). Molekularno ozadje kromosomske nestabilnosti ni 
popolnoma znano, verjetno pa vključuje spremembe v delovanju regulatornih mehanizmov 
in spremembe v izražanju genov, ki so udeleženi pri mitotski delitvi celic. Mednje spadajo 
geni, vpleteni v nadzor kinetohorov, centrosomov, tvorbo mikrotubulov, kohezije sestrskih 
kromatid ter geni, povezani s kontrolnimi točkami celičnega cikla. Te gene uvrščamo v tako 
imenovano skupino segregacijskih genov. Velikih genetskih sprememb segregacijskih 
genov v celicah načeloma ne najdemo, saj bi take nepravilnosti celici preprečile preživetje 
(Maleki in Röcken, 2017). Zato so za raziskave bolj zanimive manjše spremembe, ki ne 
vplivajo na preživetje celic, temveč imajo morda le manjši vpliv na strukturo in aktivnost 
proteinov. Drobne napake v proteinih, ki uravnavajo celično homeostazo, bi lahko čez čas 
povzročile porast poškodovane DNA, kar bi lahko, v sodelovanju z ostalimi genetskimi in 
okoljskimi dejavniki, botrovalo nastanku tumorskih celic (Maleki in Röcken, 2017).  Manjše 
genetske spremembe, lahko prek regulacije bioloških poti tudi spreminjajo vplive okoljskih 
dejavnikov na razvoj in potek kancerogeneze. Številne študije kandidatnih genov so v 
preteklosti pokazale, da obstajajo potencialno nevarne genetske variante v genih, ki kodirajo 
vnetne faktorje (interlevkina -1β in -8) in faktorje tumorske nekroze ter protivnetne citokine 
(interlevkin 10). Podobno so tudi genetske nepravilnosti v genih DNA popravljalnih 
mehanizmov in metabolnih encimov (družina citokromov P450) so najbrž povezane s 
tveganjem za razvoj raka želodca (Chiurillo, 2014).  
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Raziskave se vse bolj osredotočajo tudi na preučevanje regij genoma, v katerih se nahajajo 
geni, vključeni v proliferacijo, diferenciacijo in preživetje celic. Trenutno razumevanje 
vpliva polimorfizmov na razvoj bolezni temelji predvsem na študijah azijskih populacij. 
Kavkazijske populacije so preučene le v manjši meri, zato je pomembno, da z manjšimi in 
večjimi študijami zberemo čim več podatkov tudi o pripadnikih te populacije. Zaradi 
značilnih lastnosti sem pri izbiri gena SMC1B domnevala, da bodo genetske variacije v tem 
genu morda imele povezavo z razvojem bolezni. Pri tem sem se naslanjala na dejstva, da je 
gen pomemben v procesih ločevanja DNA, popravljanja DNA in izražanja genov, obenem 
pa je znano, da so mutacije s patogenimi učinki v tem genu izredno redke.  
V svoji magistrski nalogi sem se osredotočila na tri polimorfizme v genu SMC1B, ki leži na 
22. kromosomu in je protein kodirajoč gen. Njegov proteinski produkt, SMC1B, je povezan 
s celičnim ciklom ter mitotsko in mejotsko delitvijo celic, njegov paralog pa je SMC1A. 
Protein SMC1B je specifičen gradnik kohezinskega kompleksa, ki skrbi za vzdrževanje  
kohezije sestrskih kromatid, delno pa je vključen tudi v njen nastanek (Uniprot, 2020). 
Vključen je tudi v strukturno vzdrževanje kromosomov, popravljanje DNA, izražanje genov 
in sodeluje pri preprečevanju reorganizacije telomer (Mannini in sod. 2015). SMC1B 
omogoča izgradnjo aksialnega elementa ter sodeluje pri organizaciji postavitve kromatinskih 
obročev okoli aksialnega elementa, in ima torej ključno vlogo pri kromosomski 
rekombinaciji in kromosomskih premikih. V anafazi se kohezinski kompleksa razgradi in 
odmakne od kromatina, kar sestrskim kromatidam omogoči segregacijo. Sprva so menili, da 
se SMC1B izraža le med mejotsko delitvijo, vendar so kasneje pokazali, da je vključen tudi 
v procesu mitotske delitve celice (Mannini in sod., 2015). S pomočjo spletne strani 
ENSEMBL (Cunningham in sod., 2015) sem ugotovila, da je Gen SMC1B precej 
polimorfen, saj njegovo zaporedje vsebuje najmanj 20.219 polimorfizmov posameznega 
nukleotida. Z bioinformacijskimi metodami sem po kriterijih, opisanih v poglavju Material 
in metode, izbrala tri polimorfizme, rs3747238, rs3747239 in rs6007010. Polimorfizme 
preučevanega gena sem poiskala v spletnem programu ENSEMBL (Cunningham in sod., 
2015), upoštevani kriteriji pa so bili naslednji: frekvenca manj pogostega alela je morala biti 
višja od 0,1, polimorfizem se je moral nahajati v eksonski ali 3' UTR- regiji, polimorfizem 
pa je moral imeti le dva alela.  
5.1 ANALIZA IZBRANIH POLIMORFIZMOV RS3747238, RS3747239 IN RS6007010 
Polimorfizem rs3747238 se nahaja v regiji 3' UTR, gre pa za spremembo dušikove baze 
citozin v timin. Frekvenca manj pogostega alela v centralno evropski regiji je 0,50. 
Polimorfizem se nahaja na vezavnem mestu za molekule miRNA. V raziskavi iz leta 2010 
so z analizami genetskih modelov pokazali, da je homozigotni genotip manj pogostega alela 
v recesivnem genetskem modelu povezan z razvojem sekundarnih primarnih tumorjev, saj 
sovpada z nižjim izražanjem gena SMC1B, kar verjetno vodi v genomsko nestabilnost 
(Zhang in sod., 2010).  Regija 3' UTR igra pomembno vlogo pri izražanju genov, saj vpliva 
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na stabilnost, lokalizacijo in učinkovitost prevajanja mRNA, velikokrat pa vsebuje tudi 
regulatorne regije, ki posttranskripcijsko vplivajo na izražanje gena (Barrett in sod., 2012). 
Tudi polimorfizem rs3747239 se nahaja v regiji 3' UTR, pri slednjem pa gre za spremembo 
adenina v citozin. Frekvenca manj pogostega alela v evropskih populacijah je 0,37. 
Polimorfizem rs6007010 je sinonimna varianta (aminokislina levcin ostane aminokislina 
levcin), pri kateri se na tem mestu izmenjujeta timina oziroma citozin. Frekvenca manj 
pogostega alela v Centralno-evropskih populacijah je 0,37. Sinonimna ali tiha substitucija 
baze pomeni, da se aminokislinsko zaporedje v proteinu ne spremeni, tj., da tudi spremenjen 
kodon kodira enako aminokislino. Vseeno lahko sinonimna mutacija vpliva na transkripcijo, 
izrezovanje intronov, transport in prevajanje mRNA, kar lahko spremeni fenotip prizadetega 
posameznika. Spremenjen kodon lahko zaradi substratne specifičnosti tRNA molekul 
povzroči tudi zamik translacije, kar lahko posledično povzroči tudi napake v zvitju proteina 
(Sharma in sod., 2019). Pri pregledu literature v podatkovni zbirki PubMed (Pubmed, 2020) 
sem ugotovila, da za polimorfizma rs3747239 in rs6007010 še ni objavljenih publikacij, prav 
tako pa še ni podatkov o morebitnem patološkem vplivu pri boleznih.  
5.2 BIOINFORMACIJSKE ANALIZE VPLIVA IZBRANIH POLIMORFIZMOV 
5.2.1 Vpliv genotipa polimorfizmov rs3747238 in rs3747239 na vezavo molekul    
miRNA 
MikroRNA (v nadaljevanju miRNA) so dobro ohranjena zaporedja, dolga od 18 do 24 
nukleotidov, ki se vežejo na regije 3'UTR molekul mRNA, s čimer vplivajo na translacijo 
ter uravnavajo celično diferenciacijo, tumorigenezo in apoptozo. Genetski polimorfizmi, 
prisotni v regijah 3'UTR tarčnih genov, lahko vplivajo na izražanje in vezavo molekul 
miRNA (Wang in sod., 2016). S pomočjo bioinformacijskega orodja MirSNP (MirSNP, 
2020) sem preučila, če in kako genotipa polimorfizma rs3747238 in rs3747239 vplivata na 
spremembo tarčnega mesta in posledično na samo vezavo molekul miRNA.  
Pri polimorfizmu rs3747238 prisotnost alela A povzroči izgubo vezavnega mesta za miRNA 
hsa-miR-4708-3p, pri polimorfizmu rs3747239 pa je posledic več. Prisotnost alela A poveča 
afiniteto vezave miRNA hsa-miR-127-5p. Prav tako se v prisotnosti alela A lahko vežeta 
miRNA hsa-miR-4452 in hsa-miR-4452, medtem ko se v primeru prisotnosti alela C ti 
vezavni mesti izgubita. Prisotnost alela C ustvari vezavno mesto za miRNA hsa-miR-20a-
3p. Spremembe vezave molekul miRNA lahko povzročijo spremembe v izražanju gena. 
Popolno oziroma delno ujemanje molekule miRNA in njenega tarčnega mRNA zaporedja 
privede do razgradnje oziroma utišanja RNA, posledično je sinteza proteina nižja. V 
nasprotnem primeru, tj. izgubi vezavnega mesta za molekulo miRNA, lahko pride do 
čezmerne sinteze proteinov (Wang in sod., 2016). Ker gene uravnavajo  različne miRNA, so 
učinki posameznih polimorfizmov verjetno majhni, kljub temu pa obstaja možnost, da se 
zaradi majhnih razlik v izražanju gena sčasoma nakopičijo spremembe v genomu, kar lahko 
privede do nepravilnosti v delovanju celic in pojava rakavih obolenj.  
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5.2.2  Vpliv genotipa polimorfizma rs6007010 na vezavo izbranih transkripcijskih     
faktorjev 
Transkripcijski faktorji so posebni proteini, ki z vezavo na specifične eksonske DNA 
sekvence nadzirajo prepisovanje DNA. Različne skupine transkripcijskih faktorjev složno 
uravnavajo delitev, rast in apoptozo celic, prav tako pa tudi migracijo in organizacijo celic 
med embrionalnim razvojem. Transkripcijski faktorji so lahko posamezni proteini ali 
proteinski kompleksi, delujejo pa kot aktivatorji ali zaviralci vezave RNA-polimeraze na 
tarčne gene, ki jih uravnavajo. Prepoznavajo in vežejo se na posebna DNA-vezavna mesta, 
na katera se pripnejo s specifičnimi aminokislinami. Mesta na DNA, kamor se vežejo, so v 
specifičnih regijah tarčnih genov, najpogosteje v promotorjih in regijah 5'UTR, lahko pa se 
nahajajo tudi znotraj gena, tako v eksonih kot tudi intronih. Polimorfizmi, ki se nahajajo na 
tarčnih zaporedjih, ki jih prepoznavajo transkripcijski faktorji, lahko vplivajo na vezavno 
afiniteto transkripcijskih faktorjev, povzročijo spremembe izražanja genov in so velikokrat 
povezani z različnimi boleznimi, kot so različna rakava obolenja, diabetes tipa 2 in povišan 
holesterol (Nishizaki in sod., 2019). V nalogi sem preučila vpliv alternativnega alela na 
vezavo treh transkripcijskih faktorjev, WT1, E2F3 in RAD21. 
WT1 je transkripcijski faktor, ki se na DNA tarčo veže s štirimi cinkovimi prstani. 
Prepoznava zaporedje  5′-GCGGGGGCG-3′. pomemben pa je predvsem med embrionalnim 
razvojem ledvic. WT1 lahko deluje zaviralno ali represorsko, odvisno od ostalih 
transkripcijskih faktorjev, s katerimi sodeluje (Hastie, 2017).  Deluje tudi kot tumorski 
zaviralec, kar morda pomeni, da boljša vezava na zaporedje z alelom C sodeluje pri 
preprečevanju pojava tumorskih sprememb, ki bi sčasoma lahko privede do nastanka rakavih 
obolenj. E2F3 je transkripcijski faktor, ki sodeluje pri uravnavanju celične proliferacije in 
diferenciacije. V sodelovanju s tumor zaviralnim proteinom pRb deluje kot zaviralec 
izražanja genov v G1 fazi celičnega cikla, v kompleksu s histonskimi acetiltransferazami pa 
deluje aktivatorsko. Spremembe v izražanju in aktivnosti E2F3 transkripcijskega faktorja 
povezujejo s številnimi rakavimi obolenji, sploh, če pride do povečanega izražanja in 
delovanja (Oeggerli in sod., 2004). Protein RAD21 je tako kot SMC1B sestavni del 
kohezinskega kompleksa, ki sodeluje pri kromosomski segregaciji in popravljanju DNA, kar 
mu omogoča struktura v obliki prstana, s katero obkroži DNA. Nedavne študije odkrivajo, 
da delovanje kohezina ne obsega le sodelovanja pri ločevanju kromosomov, temveč sodeluje 
tudi pri uravnavanju izražanja genov v interfazi (Nitzsche in sod., 2011). Kohezin je v celici 
prisoten dolgo pred kohezijo sestrskih kromatid, pa tudi v postmitotskih celicah. Vloge 
RAD21  pri uravnavanju izražanja genov vključujejo: 1) interakcijo s CCCTC vezavnim 
faktorjem (CTCF), kar omogoča alelno specifično transkripcijo, 2) tkivno specifično 
transkripcijo, prek interakcije s tkivno specifičnimi transkripcijskimi faktorji in 3) začetek 
transkripcije v povezavi z osnovnimi elementi transkripcijskega mehanizma. Kot aktivator 
transkripcije kohezin zvije kromatin, s čimer združi dve med seboj oddaljeni regiji, v redkih 
primerih pa deluje tudi kot zaviralec (Nitzsche in sod., 2011). 
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Ugotovila sem, da pri vseh izbranih transkripcijskih faktorjih prisotnost manj pogostega 
alela C pomeni statistično značilno boljšo vezavo trankripcijskih faktorjev (p vrednost vpliva 
SNP je bila pri vseh izbranih transkripcijskih faktorjih nižja od 0,05), saj očitno v tarčnem 
zaporedju vsi trije bolje prepoznavajo nukleotid C in ne A, ki je referenčni alel. Ker vse moje 
ugotovitve kažejo, da je polimorfizem rs6007010 varovalna sprememba, je varovalno 
delovanje tega alela najbrž do neke mere povezano tudi z boljšo vezavo različnih 
transkripcijskih faktorjev, ki tako ali drugače uravnavajo izražanje gena. Raziskave namreč 
kažejo, da lahko polimorfizmi v vezavnih mestih vplivajo ne le na uravnavanje genskega 
izražanja, temveč tudi na strukturne funkcije proteinov (Stergachis in sod., 2013). Morda 
kombinacija boljše vezave različnih transkripcijskih faktorjev v prisotnosti alela C vodi do 
nastanka več mRNA in s tem do stabilnejše količine proteinskega produkta v deleči se celici, 
ki posledično boljše opravlja svoje delo kot element kohezinskega kompleksa, kar se 
sčasoma izkaže kot manj nakopičenih sprememb v genomu, tveganje za pojav rakavih 
obolenj pa zniža. Čeprav so učinki prisotnosti alternativnega alela šibki, se morda po nekaj 
desetletjih pokažejo kot odsotnost bolezni. Vsekakor bi bile za potrditev te domneve 
potrebne nadaljnje raziskave.  
5.3 ANALIZA HARDY-WEINBEROVEGA RAVNOTEŽJA V POPULACIJAH       
PREISKOVANCEV IN KONTROL IN ANALIZA TVEGANJA ZA RAZVOJ RAKA 
ŽELODCA S TESTOM HI-KVADRAT 
Razmerja med pogostnostjo alelov v populacijah vzorcev bolnikov in kontrol sem preverjala 
s statistično metodo Hardy-Weinberg, s katero sem želela ugotoviti, ali je izbira vzorcev 
primerna. Izbrati smo morali namreč populacijo vzorcev, ki sledi načelu popolne populacije, 
v kateri prihaja le do naključnega parjenja in so razmerja med zastopanostjo alelov 
konstantna. V preglednici 6, kjer sem prikazala porazdelitve različnih genotipov izbranih 
polimorfizmov pri bolnikih z rakom želodca in kontrolni skupini vidimo, da v nobeni skupini 
vzorcev pri nobenem od izbranih polimorfizmov ne prihaja do odstopanj od Hardy-
Weinbergovega ravnovesja. To pomeni, da so vzorci ustrezno izbrani in reprezentativni. Vse 
frekvence se namreč skladajo s pričakovanimi. S porazdelitvijo hi-kvadrat sem primerjala 
pogostnosti genotipov izbranih polimorfizmov med spoloma, tako pri bolnikih kot tudi 
kontrolnih vzorcih in pogostnosti genotipov med bolniki in kontrolnimi vzorci (preglednici 
7 in 8). Pri primerjavi pogostnosti genotipov med spoloma (preglednica 7) pri nobenem 
polimorfizmu ni bilo odstopanj, pri primerjavi pogostnosti med skupinama bolnikov in 
kontrol (preglednica 8), pa sem statistično značilno razliko opazila pri polimorfizmu 
rs6007010 (χ2=7,025, p=0,030). Pri kontrolni skupini je bilo preiskovancev z genotipom CC 
statistično značilno več, kot pri bolnikih, čeprav gre za spremenjen, manj pogost alel. 
Sklepam lahko, da bi prisotnost tega genotipa lahko imela povezavo z nižjim tveganjem za 
razvoj bolezni. Pri polimorfizmih rs3747238 in rs3747239 ni bilo statistično značilnih razlik 
med populacijama bolnikov in kontrol.  
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5.4  VPLIV GENOTIPOV IZBRANIH POLIMORFIZMOV RS3747238, RS3747239 IN 
RS6007010 NA TVEGANJE ZA RAZVOJ RAKA ŽELODCA 
Preverjala sem tudi vpliv določenih genotipov izbranih polimorfizmov na tveganje za 
nastanek bolezni. Izbrala sem štiri različne genetske modele, ki predstavljajo uvid v 
individualni vpliv gena na fenotip, saj povezujejo genotip in fenotip. Izbrani modeli so bili 
dominantni model, recesivni model, kodominantni model in naddominantni model, pri 
čemer vsakemu genotipu pripada določen obet. Z metodo računanja razmerja obetov, ki 
temelji na logistični regresiji, sem preverjala, ali je kateri izmed genotipov pomembnejši za 
razvoj bolezni od ostalih. Vpliv genotipa sem preverila med populacijama bolnikov in 
kontrol (preglednica 9). Statistično značilne rezultate sem dobila pri recesivnih modelih 
polimorfizmov rs3747239 in rs6007010; tako lahko sklepamo, da pri polimorfizmu 
rs3747239 na razvoj bolezni statistično značilno vpliva genotip CC (p=0,0351), pri 
polimorfizmu rs6007010 pa genotip CC deluje zaščitno (p=0,0097). Pri prvem je razmerje 
obetov 1,90 (pri intervalu zaupanja od 1,03 do 3,51), kar pomeni, da imajo posamezniki s 
tem genotipom skoraj dvakrat večjo možnost za razvoj bolezni. Pri polimorfizmu rs6007010 
pa je razmerje obetov 0,50 (pri intervalu zaupanja od 0,29-0,85), kar pomeni, da imajo 
nosilci tega alela dvakrat nižje tveganje za razvoj bolezni. Ta rezultat se ujema s statistiko 
primerjave pogostnosti genotipov med bolniki in kontrolami (preglednica 8), kjer sem 
ugotovila, da je pogostnost genotipa CC pri polimorfizmu rs6007010 statistično značilno 
nižja pri bolnikih. Sklepam torej lahko, da je funkcija tega polimorfnega nukleotida 
predvsem varovalna in pravzaprav preprečuje nastanek bolezni. Po drugi strani pa bolj 
pogost nukleotid tega polimorfizma morda v povezavi z drugimi polimorfizmi in/ali 
okolijskimi dejavniki vpliva na razvoj bolezni.  
5.5 POVEZAVA MED GENOTIPI IZBRANIH POLIMORFIZMOV RS3747238, 
RS3747239 IN RS6007010 TER KLINIČNO-HISTOPATOLOŠKIMI KAZALCI 
Izvedla sem tudi analizo klinično-histopatoloških značilnosti pri bolnikih z rakom želodca, 
saj sem želela ugotoviti, ali obstaja povezava med genotipom in izbranimi bolezenskimi 
fenotipi. Analizo sem izvedla v programu SPSS, podatke pa sem analizirala za celotno 
populacijo bolnikov ter ločeno glede na spol (preglednice 10, 11 in 12). Analizirala sem 
naslednje klinično-histopatološke lastnosti: tip bolezni po Laurenu, stopnjo tumorske 
diferenciacije oz. gradus, prisotnost vaskularne invazije, širitev tumorskih celic čez plasti 
želodca (pT) in število bezgavk, pozitivnih na prisotnost tumorskih celic (pN). Pri 
polimorfizmu rs3747238 nisem opazila statistično značilnih razlik pri nobeni izmed 
klinično-histopatoloških značilnosti. Pri polimorfizmu rs3747239 sem mejno statistično 
značilno razliko v populaciji moških bolnikov opazila pri številu bezgavk, v katerih so 
prisotne tumorske celice, in sicer so imeli moški z genotipom AC bolj pogosto več (16 ali 
več) okuženih bezgavk kot moški z ostalimi genotipi, moški z genotipom AA pa so na 
splošno imeli manj okuženih bezgavk (χ2=12,021 p=0,052) (preglednica 11). Pri 
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polimorfizmu rs6007010 lahko statistično značilnost opazimo pri širitvi tumorskih celic čez 
plasti želodca (pT), in sicer pri bolnicah (χ2=10,043, p=0,029). Ugotovili smo, da je pri 
bolnicah z genotipom CC pogosteje prišlo do širjenja tumorskih celic čez mišično plast v 
subserozo, kot bi pričakovali. Ta rezultat je sicer delno v nasprotju z rezultati analize 
genetskih modelov, kjer so rezultati pokazali, da naj bi genotip CC deloval zaščitno in ščitil 
pred razvojem raka želodca. Upoštevati moramo tudi dejstvo, da smo analize genetskih 
modelov izvedli na celotni populaciji bolnikov, tako moških kot tudi žensk, zaradi 
ohranjanja statistične moči. Prav tako je možno, da na razvoj raka vplivajo tudi drugi 
dejavniki in je zaščitni učinek tega polimorfizma šibak, po razvoju rakavih celic pa pri 
ženskah prispeva k agresivnejšem fenotipu. Statistično značilno razliko bi verjetno lahko 
tudi pojasnila z dejstvom, da je bil vzorec ženskih bolnic precej majhen, in je tak rezultat 
zgolj naključje, seveda pa ni nemogoče, da ne bi določen genotip vplival na širitev tumorskih 
celic le pri ženskah. Ta ugotovitev je zanimiva predvsem iz vidika, da bi na podlagi takih 
genetskih variacij, lahko bolnikom z rakom prilagajali zdravljenje. Bolnike z ugodnimi 
genetskimi variacijami bi tako lahko zdravili z manj agresivnimi protokoli kemoterapije in 
radioterapije. Dejstvo, da so nekateri polimorfizmi značilno povezani z razvojem oziroma 
značilnostmi raka želodca le pri enem spolu, tudi ni presenetljivo, saj so raziskovalci 
pokazali, da pri ženskah estrogen deluje zaščitno in ščiti epitelijska tkiva, predvsem pred 
razvojem intestinalnega tipa raka želodca. Na podlagi zgornjih ugotovitev lahko 
domnevamo, da so moški z rakom želodca in genotipom AC polimorfizma rs3747239 bolj 
podvrženi hitri širitvi bolezni kot bolniki z ostalimi genotipi, medtem ko za genotip CC 
polimorfizma rs6007010 rezultati kažejo, da so tumorji pri moških manj invazivni kot pri 
ženskah. 
5.6  ANALIZA VPLIVA GENOTIPOV IZBRANIH POLIMORFIZMOV RS3747238, 
RS3747239 IN RS6007010 IN KLINIČNO-HITOPATOLOŠKIH KAZALCEV NA 
PREŽIVETJE BOLNIKOV Z RAKOM ŽELODCA 
Preživetje bolnikov z rakom želodca sem analizirala z metodo Kaplan Meier, preverjala pa 
sem povezave med genotipom oz. klinično-histopatološkimi lastnostmi in preživetjem, ter 
tudi glede na spol. Ugotovila sem, da na preživetje bolnikov genotipi preučevanih 
polimorfizmov ne vplivajo, prav tako ni statistično značilne povezave med preživetjem in 
spolom. Statistično značilno razliko sem opazila le pri analizi preživetja bolnikov glede na 
perinevralno invazijo, tj. širjenjem tumorskih celic vzdolž živčnih vlaken (χ2=13,187, 
p=0,000). Bolniki, pri katerih perinevralna invazija ni prisotna, imajo znatno višjo možnost 
preživetja (6,353 let ± 1,071 proti 1,968 let ± 0,675 pri bolnikih, pri katerih je perinevralna 
invazija prisotna), kar sem tudi grafično prikazala (Slika 3). Številne raziskave kažejo, da 
imajo bolniki s prisotno perinevralno invazijo znatno nižjo preživetje, saj je ta dejavnik 
povezan z agresivnejšim fenotipom bolezni (Deng in sod., 2014). Na preživetje je vplivalo 
tudi število pozitivnih bezgavk (pN) (χ2=34,786, p=0,000). Približno polovica bolnikov, ki 
ob operaciji ni imela prisotnih tumorskih celic v lokalnih bezgavkah, je preživela vsaj 5 let 
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ali več po operaciji, medtem ko je 5 let ali več preživelo manj kot 5 % bolnikov, ki so imeli 
ob operaciji pozitivnih 16 ali več bezgavk. Povezavo med številom pozitivnih lokalnih 
bezgavk in preživetjem so potrdili tudi v drugih študijah (Bilici in sod., 2019).   
5.7 PREGLED PREDNOSTI IN SLABOSTI ŠTUDIJE IN POGLED V PRIHODNOST 
Cilj moje naloge je bil ugotoviti morebitne povezave med izbranimi polimorfizmi gena 
SMC1B, in tveganjem za razvoj raka želodca ter povezave med klinično-histopatološkimi 
kazalci. V raziskovalni nalogi smo želeli odgovoriti na tri hipoteze. Prvo hipotezo, da se 
genotipi statistično značilno razlikujejo med vzorci bolnikov z rakom želodca in zdravo 
kontrolno populacijo smo potrdili delno. Statistične analize so pokazale, da pri polimorfizmu 
rs3747238 med populacijama zdravih in bolnih ni statistično značilnih razlik pri porazdelitvi 
genotipov, prav tako le-teh ne opazimo pri primerjavi med spoloma. Razlike smo opazili pri 
polimorfizmih rs37472239 in rs6007010. Pri polimorfizmu rs6007010 smo statistično 
razliko opazili pri primerjavi pogostnosti genotipov med populacijama bolnikov in kontrolne 
skupine, in sicer je genotip CC bolj pogost pri kontrolni skupini. Dobljeni rezultat se tako 
povsem sklada z rezultati analize genetskih modelov, pri kateri vidimo, da recesivni model 
za polimorfizem rs6007010 povezuje genotip CC s kar dvakrat nižjim tveganjem za razvoj 
bolezni. Očitno gre v tem primeru za pozitivno oz. varovalno mutacijo, ki razvoj bolezni 
preprečuje. Primerjava genotipov tega polimorfizma s klinično-histopatološkimi kazalci je 
pokazala, da je pri bolnicah z genotipom CC bolj pogosto prisotno invazivno širjenje tumorja 
čez plasti želodca. Pri moških tega pojava nismo opazili. Sklepamo lahko, da je morda 
širjenje tumorja odvisno tudi od spola. V prihodnosti bi lahko vpliv tega polimorfizma 
raziskali še v zvezi z drugimi rakavimi obolenji in ga v tem oziru morda lahko uporabljali 
kot biološki označevalec pri načrtovanju zdravljenja. Za ta polimorfizem tako lahko potrdim 
tudi drugo hipotezo, s katero smo želeli preveriti, ali so določeni genotipi povezani s 
klinično-histopatološkimi kazalci. Analiza genetskih modelov je pokazala, da je s tveganjem 
za razvoj raka želodca povezan tudi rs3747239, in sicer imajo bolniki z genotipom CC večje 
tveganje za razvoj bolezni. Pri analizi klinično-histopatoloških lastnosti pri bolnikih z rakom 
želodca sem pri tem polimorfizmu prav tako opazila statistično značilne razlike. Pri 
polimorfizmu rs3747239 sem ugotovila, da pri moških z genotipom AC obstaja mejno večje 
tveganje za invazijo tumorskih celic v okoliške bezgavke, medtem ko tega trenda pri 
bolnicah z rakom želodca nismo opazili. Ker je bil vzorec bolnic relativno majhen, bi bile 
za bolj točne rezultate potrebne študije z večjim vzorcev bolnic.  
Zanimivo se mi zdi, da statistične analize porazdelitve genotipov polimorfizma rs3747238 
niso pokazale statistično značilnih rezultatov, saj so v raziskavi iz leta 2010 dokazali njegov 
vpliv na pojav sekundarnih primarnih tumorjev in nastanek rakavega obolenja, medtem ko 
v slovenski populaciji ta polimorfizem ni bil povezan z razvojem raka želodca, preživetjem 
in klinično-histopatološkimi kazalci (Zhang in sod., 2010). Najbolj verjetni vzroki za to 
odstopanje so morda razlike med populacijami, kar se kaže tudi v frekvenci manj pogostega 
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alela, ki je v evropski populaciji večji kot v azijskih populacijah (MAF (T)European = 0,547; 
MAF (T)Asian = 0,302). Številne študije so tudi pokazale, da so nekatere genetske variacije 
močno povezane z rasnimi razlikami.  
V tretji hipotezi sem preverila tudi vpliv genotipov izbranih polimorfizmov na preživetje 
bolnikov, vendar statistično značilnih povezav nisem ugotovila. Razlog za to je po vsej 
verjetnosti dejstvo, da je patogeni učinek polimorfizmov šibek in da je njihov vpliv na razvoj 
bolezni verjetno povezan še z drugimi genetskimi variacijami in predvsem z okolijskimi 
dejavniki. Tretjo hipotezo zato lahko ovržem. Ugotovili pa smo, da na preživetje vplivata 
prisotnost perinevralne invazije in število pozitivnih lokalnih bezgavk, kar se sklada s 
prejšnimi študijami.   
Moja magistrska naloga je prva študija na svetu, ki preučuje vpliv polimorfizmov rs3747238, 
rs3747239 in rs6007010 v genu SMC1B na tveganje za razvoj raka želodca in sploh prva, ki 
preučuje polimorfizma rs3747239 in rs6007010. Vzorci bolnikov in kontrolnih skupin so 
bili pridobljeni v slovenski populaciji, kontrolni vzorci pripadajo naključno izbranim 
posameznikom. V preiskovalno skupino smo vključili 283 bolnikov z rakom želodca, v 
kontrolno skupino pa 276 posameznikov, ki ob odvzemu krvi niso imeli malignih obolenj. 
Zavedati se moramo, da ti skupini predstavljata le delež celotnega prebivalstva države, zato 
obstaja možnost, da so nekateri rezultati lažno pozitivni oziroma lažno negativni. Kljub temu 
sodi ta študija med študije primerov s kontrolami, pri katerih je običajno, da se genetske 
variacije preučijo v populacijah podobnih velikosti, kot je bila naša, ali celo manjših 
velikosti. V primeru, da preučevane genetske variacije pokažejo povezavo z boleznijo, bi 
lahko te spremembe preučili v večjem vzorcu bolnikov in kontrolnih oseb, s čimer bi pri 
statističnih analizah pridobili večjo moč.  
Prvo in drugo hipotezo sem v popolnosti potrdila pri polimorfizmu rs6007010, za katerega 
se je izkazalo, da je zelo verjetno varovalne narave, in pri polimorfizmu rs3747239, ki je bil 
povezan z večjim tveganjem za razvoj raka želodca. Zato bi bilo smiselno nadaljevati 
raziskave še v večjih populacijah bolnikov z rakom želodca in v zvezi z drugimi rakavimi 
obolenji. Dodatno sem ugotovila, da so genotipi polimorfizma rs3477239 povezani z 
vraščanjem tumorja v plasti želodca pri ženskah in mejno značilno povezani s številom 
pozitivnih bezgavk, to je bezgavk v okolici želodca, v katerih je histološka preiskava odkrila 
prisotnost tumorskih celic. V nadaljevanju bi bilo zanimivo raziskati še vplive eksonskih 
polimorfizmov tega gena ali pa morda preučiti izbrane polimorfizme še v povezavi z drugimi 
boleznimi. Pri pregledu objav sem ugotovila, da napake oziroma tudi sama delecija gena 
SMC1B ne vpliva na segregacijo kromatid med mejozo in mitozo, vpliva pa na prepisovanje 
genov in povzroča napake v genih popravljalnih mehanizmov (študije na mišjih fibroblastih) 
(Mannini in sod., 2015). To bi lahko pomenilo, da polimorfizmi nimajo odločilnega vpliva 
na razvoj bolezni, lahko pa v obdobju več let botrujejo kopičenju majhnih napak v DNA in 
s tem spodbujajo nastanek kromosomske nestabilnosti, ki lahko v povezavi z drugimi 
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dejavniki pripelje do najrazličnejših obolenj. (Mannini in sod., 2015). Ta pogled potrjuje 
predpostavko, da se nekatere vrste raka zaradi šibkejše genetske komponente pojavljajo šele 
v pozni starosti, kar je značilno tudi za rak želodca v Sloveniji. Menim, da bi lahko 
polimorfizma rs3747239 in rs6007010 v prihodnosti uporabljali pri genskih testih zgodnjega 
odkrivanja nagnjenosti za razvoj bolezni, saj  sta v naši raziskavi recesivna genetska modela 
pokazala relativno močan negativen oziroma pozitiven vpliv homozigotnega genotipa manj 
pogostih alelov pri teh polimorfizmih. Zanimive pa bi bile tudi nadaljnje raziskave vpliva 
polimorfizmov gena SMC1B na perinevralno invazijo, katere odsotnost je odločilnega 
pomena pri preživetju bolnikov, in druge klinično-histopatološke značilnosti, saj bi tako 
lahko odkrili povezave med genotipi in značilnostmi tumorjev, ki bi lahko bile vodilo pri 
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V procesu raziskovalnega dela in analize rezultatov sem ugotovila sledeče: 
- Izbrani vzorci so bili ustrezni, saj so se dobljene frekvence alelov skladale s 
pričakovanimi; vsi genotipi so bili v Hardy-Weinbergovem ravnovesju. 
- Analize genetskih modelov izbranih polimorfizmov gena SMC1B so pokazale, da je 
genotip CC polimorfizma rs3747239 v recesivnem modelu povezan z dvakrat večjim 
tveganjem za razvoj bolezni, medtem ko je genotip CC polimorfizma rs6007010 
povezan z dvakrat manjšim tveganjem za razvoj bolezni, kar pomeni, da je ta 
mutacija najbrž varovalna. 
- Ženske z genotipom CC polimorfizma rs6007010 so imele višje tveganje za 
preraščanje tumorskih celic čez mišično plast v subserozo.  
- Genotipi izbranih polimorfizmov rs3747238 in rs3747239 vplivajo na spremembe 
vezave različnih molekul miRNA, pri polimorfizmu rs6007010 pa prisotnost 
alternativnega alela C izboljša afiniteto vezave treh izbranih transkripcijskih 
faktorjev, WT1, E2F3 in RAD21, kar lahko vpliva na izražanje in funkcijo proteina.  
-  Genotipi izbranih polimorfizmov niso vplivali na preživetje bolnikov. Na preživetje 
bolnikov so vplivali klinično-histopatološki kazalci, kot sta širjenje tumorskih celic 


















 Celar Šturm D. Analiza genetske variabilnosti … kromosomov pri slovenskih bolnikih z rakom. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biotehnologijo, 2020 
 
43 
7  POVZETEK 
Rak želodca predstavlja peto najpogostejše rakavo obolenje in tretji glavni vzrok smrti, 
povezane z rakom. Najbolj pogosta oblika raka želodca je adenokarcinom. Glavna težava je 
pozno odkrivanje bolezni, kar botruje visoki smrtnosti. Petletno preživetje se giblje med 10 
in 30 %. V zadnjih letih pomemben uvid v tveganje za razvoj rakavih obolenj predstavljajo 
presejalni testi in genotipizacija, saj so lahko genetske različice eden izmed pomembnih 
vzrokov za pojav bolezni.  
Pomembna značilnost raka želodca je kromosomska nestabilnost tumorskih celic. Na njen 
nastanek med drugim vpliva nepravilno ločevanje kromatid med mitozo. Eden izmed 
vzrokov za nepravilno ločitev kromatid so lahko napake v kohezinskem kompleksu, ki skrbi 
za njihovo pravilno ločevanje. Protein SMC1B, ki ga kodira gen SMC1B je eden izmed 
gradnikov kohezina. Kohezin sestavljajo  proteini, ki so zadolženi za strukturno vzdrževanje 
kromosomov. Namen magistrskega dela je bil preučiti vplive treh polimorfizmov gena 
SMC1B na pojav oziroma razvoj raka želodca.  
Z bioinformacijskimi orodji ENSEMBL in GeneCards sem določila ustrezne polimorfizme, 
ki so morali zadoščati naslednjim kriterijem: polimorfizem je moral biti lociran na eksonu  
ali regiji 3'UTR, frekvenca manj pogostega alela je morala biti večja od 0,1, polimorfizem 
pa je moral imeti le eno spremembo baze. Med več izbranimi polimorfizmi, ki so ustrezali 
pogojem, sem izbrala tri: rs3747238, rs3747239 in rs6007010. Vse izbrane polimorfizme 
sem funkcijsko ovrednotila z orodji MirSNP in atSNP. Genotipizacijo vzorcev bolnikov z 
rakom želodca in kontrolne skupine sem izvedla z metodo verižne reakcije s polimerazo v 
realnem času (RT-qPCR). Študija je bila zasnovana kot študija primerov s kontrolami. Po 
končani genotipizaciji sem pridobljene podatke statistično analizirala v programih R in 
SPSS. Ustreznost porazdelitve frekvenc genotipov s pričakovano zastopanostjo genotipov 
(Hardy-Weinbergovo ravnovesje) pri bolnikih z rakom želodca in kontrolni skupini sem 
ocenila s porazdelitvijo hi kvadrat. S porazdelitvijo hi kvadrat in analizami genetskim 
modelov sem preučila razlike med pojavljanjem genotipov izbranih polimorfizmov pri 
bolnikih in kontrolah in ocenila njihov vpliv na tveganje za razvoj bolezni. Analizirala sem 
tudi vpliv genotipa na izbrane klinično-histopatološke lastnosti bolnikov (tip po Laurenu, 
stopnja diferenciacije, prisotnost vaskularne invazije, širitev tumorskih celic čez plasti 
želodca in število bezgavk, pozitivnih na prisotnost tumorskih celic). Z metodo Kaplan 
Meier sem ocenila preživetje bolnikov v povezavi z genotipi izbranih polimorfizmov in 
klinično-histopatološkimi kazalci.   
Ugotovila sem, da polimorfizma rs3747239 in rs6007010 verjetno vplivata na tveganje za 
razvoj raka želodca in na nekatere klinično-histopatološke dejavnike. Oba polimorfizma sta 
bila značilno povezana s razvojem bolezni v recesivnem genetskem modelu, s to razliko, da 
je bil pri polimorfizmu rs3747239 manj pogost alel bolj pogost pri bolnikih, medtem ko je 
bil pri rs6007010 manj pogost alel statistično značilno bolj zastopan v kontrolni skupini. Ta 
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polimorfizem ima najbrž varovalno vlogo, saj rezultati recesivnega genetskega modela 
kažejo dvakrat nižje tveganje za razvoj raka pri homozigotnem genotipu manj pogostega 
alela. Zanimivo pa je, da je bil genotip CC rs6007010 pri ženskah povezan z večjim 
tveganjem za vdor tumorskih celic čez mišično plast v subserozo. Ugotovila sem tudi, da na 
preživetje bolezni bolj kot genotipi preučevanih polimorfizmov vplivata prisotnost 
perinevralne invazije in širjenje tumorja čez plasti želodca. 
V nalogi sem pokazala, da so genotipi dveh izbranih polimorfizmov povezani z razvojem 
raka želodca. S funkcijskimi analizami sem pokazala, da  bi alela polimorfizma rs3747239 
lahko vplivala na vezavo različnih miRNA, kar pomeni, da je ta gen lahko pri posameznikih 
z referenčnim oziroma alternativnim alelom drugače uravnavan. Alternativni alel 
polimorfizma rs6007010 pa z višjo afiniteto veže tri naključno izbrane transkripcijske 
dejavnike, saj le-ti bolje prepoznavajo tarčno zaporedje z nukleotidom C in slabše zaporedje 
z nukleotidom A, ki je referenčni alel. V prihodnosti bi bilo smiselno preučiti ta dva 
polimorfizma v večji skupini slovenskih bolnikov z rakom želodca in tudi v drugih 
populacijah. Vpliv izbranih polimorfizmov bi lahko preučili še pri katerem drugem rakavem 
obolenju, za katerega je značilna kromosomska nestabilnost. Glede na relativno nizko 
pojavnost mutacij v tem genu in glede na to, da je zelo polimorfen, bi prav tako lahko 
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